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ネオマイ シンリン酸転移酵素遺伝子導入ES細胞の
キメラ形成能
悪性奇形腫(Teratocarcinoma)由来の幹細胞である脹性癌細胞 (embryonal
carcinoma ce 1，以下EC細胞〉は、初期座細胞と類似しており、 EC細胞を腕に
注入するか集合させることによってキメラ伺体の得 られることが明かにされた
(Brinster， 1974;Mintz and Illmensee， 1975;Papaiaunou et al.. 1975;Stewart 
and Mintz， 1981;Stewart， 1982;Fujii and Martin， 1983)0 このことか ら、EC細
胞は怪細胞の代替として発生分化機構の解明に多用されるとともに、培養下の
細胞に誘起させた遺伝子の改変が個体におよぼす影響を両接検討するのに布用
であろうと考えられた O しかし、膨大な研究の蓄積から、 EC細胞はキメラを形
成することは可能であるが、キメラ形成能が低く、寄与する組織が限られると
ともに、キメラマウスの多くに腫蕩が生じたことや、ほとんどのEC細胞はキメ
ラマウスの生殖系列に寄与できず、 EC細胞に誘起した遺伝子変異を伺体に導入
することができない、などの問題点が明らかにされた(Evanset al.， ] 985)。
高い分化能と正常核型を持ち、生殖系列にも寄与できるEC細胞として舵TT-lが
報告されているが (Stewartand Mintz， 1981. 1982)、この株は他の研究宰に分
号されておらず、追試がなされていないO
一方、 Evansand Kaufman (1981)は着床遅延を誘起したマウスから同収した
廃盤胞を適切な条件下で培養することによって、 高度に分化能を保持した幹細
胞を得たO また、 Martin(1981)はEC細胞由来の条件付け培地を用いることによ
り路盤胞から単離した内部細胞塊(innercell mass，以下ICM)を培養して同じ
性質を持つ幹細胞を樹立したO このように、座盤胞のICM由来の細胞が培養条
件に適応して分化が休止した状態で増殖を続けるようになったものが座性幹細
胞 (embryonicstem cell，以下ES細胞)である o ES細胞は正常核型を維持して
おり、遺伝子型の同じマウスの皮下あるいは腎被膜下に移植すると種々の組織
に分化した固形腫蕩を形成することや、分化誘導条件下で培養すると胞状の怪
機体 (cysticembryoid body)を形成することから、本来の分化能力(pluri-
potency，多能性)を持つことが明らかにされている (Martin，1981; Wobus et 
al.， 1984;Doetschman et al.， 1985; Suemori et al.， 1987) 0また、 ES細胞は
耳石盤胞の胞匪腔内に注入するとその発生に参加してキメラ個体を形成し、さら
に、その生殖系列にも取り込まれて生殖細胞に分化することができる (Bradley
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et al.， 1984)。
EC細胞とES細胞に見られるこのような相違点から、とくにクローニングされ
た遺伝子の伺体レベルでの機能解明を目的とした研究に対する有効性が件.はさ
れるようになってきた。 ES細胞に薬剤耐性遺伝子と連結した目的の遺伝子を導
入した後、適切な濃度に薬剤を添加した培地で培養を行うと、それらの遺伝子
の導入された細胞だけが選択的に増殖する O その細胞を用いてキメラ動物を作
製し、首尾よく ES細胞がその生殖系列に寄与すれば、次世代には外来遺伝千を
ヘテロに持つ雌雄の個体が得られ、それらを兄妹交配すれば次の代には系統化
されたトランスジェニック動物を得ることができる (Robertsonet al.， 1986; 
Gossler et al.， 1986)0 ES細胞を利用したトランスジェニック動物作製の可能
性は、はじめ挿入突然変異によってヒポキサンチンホスフォリボシルトランス
フエラーゼ (HPRT)遺伝子を不活化し、レッシュ ・ナイハン病の病態モデルマ
ウスが作製されたことによって証明された(Kuehnetal.， 1987;Hooper et al.， 
1987)。また、最近、あらかじめ変異を挿入した遺伝子を細胞に導入して、こ
れに対応する内在遺伝子を相同遺伝子組換え(homologousrecombination)によ
って破壊する遺伝子標的(genetargeting)法が開発されている O この}j法を受
精卵に応用できれば、目的の遺伝子が不活化された個体を得ることができると
考えられるが、実際には相同遺伝子組換えの起こる頻度は極めて低く、また、
受精卵の数量的な制約があるためにその可能性は極めて低いO その点ES細胞を
利用すると、選択培養によって 1千万個単位の細胞中から変異遺伝子を持った
クローンを分離することができるため、それが可能となる O この方法を応用し
て、 β2ミクログロプリン(Zijlatraet al.， 1990)、インスリン様成長因子I1
(DeChiara et al.， 1990)、あるいはc-abl(Schwartberget al.， 1989)、int-1
(Thoms and Capecchi， 1990; McMahon and Bradley， 1990)や src(Sorissnoet 
al.， 1991)などの癌遺伝子などの他にHox1.1(Zimmer and Gruss， 1989)、En-2
(Joyner et al.， 1989)などのホメオテック遺伝子について、遺伝子欠損マウス
が作製されている。しかし、そのような研究に利用できるES細胞はE14(Hooper
et a1.， 1987)、D3(Gossleret al.， 1986)、CCE(Kuehnet al.， 1987)および
AB(McMahonand Bradley， 1990)などの129系マウス由来の限られた細胞株に過
ぎず、他の系統由来のES細胞で生殖細胞に分化するものは報告されていない O
最近、サイトカインの一種のLeukemiainhibitory factor (LIF)がES細胞の分
化を抑制することが報告され (Williamset a1.， 1988;Smith et al.， 1988)、
LIFを添加した培地を用いることで、フィーダー細胞層のない培養条件下でも
ES細胞のキメラ形成能が維持できるとされており、 ES細胞の樹立維持法の簡便
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化が計られている O
ーノj、ES細胞キメラマウスを作製する際、 ES細胞の't殖細胞への分化効率は
ES細胞とホスト腕の系統の組み合わせに影響されることが明かとなってきたが、
キメラ作製技術についてはほとんど検討されていない O これまでに、 ES細胞の
生殖系列への寄崎両める[J的で、 f揃細胞の分化に異常を/ドすW泣伝子突然
変異マウスのj伍をホストとしてJl1いてキメラマウスを作製している (Evanset 
al.， ]985) 0 また、 ES細胞を脈盤胞の胞腕腔内にit人するよりも、透明帯を除
去した 8細胞期腕と集合したり桑実肢に注入した)jがES細胞の寄与本の尚いキ
メラマウスが得られることが報竹されている (Nagyet a1.， 1990;Lal1emand 
and Brulet， 1990)0 このように、いかにして生荊細胞に効率よく分化させるか
は、 ES細胞を利用していく上で竜安な課題である O
J 畜産分野において、 ES細胞は家蓄の育種・改良や家畜による作用物質の'/-j'f:
など、への応酬期待される o 1個のES細胞は卵子 1倒に相官1すると考えれば¥
ES細胞を利用したトランスジエニック家畜の生産は傾めて大きな怠義を持つこ
とが理解できる o また、 ES細胞は卵子とは異なり凍結保守:も非常に簡便に行え
るので遺伝資源の保与の観点からも有用と思われる o ES細胞はそのような応刷
面だけでなく、それ自体非常に興味深い研究対象である O とくに、全能性をお
?るか否かは興味深い問題であり、今後、核移舶などの技術によって解明さえ
1よければならないO その結果如何ではES細胞を核の供給源として利川してクロ
ーン動物の作山に応用できるかもしれない。これまでにマウス以外の動物種で
はハムスターでES細胞が樹立されており、家畜ではヒツジ、ウシおよびプタで
樹立が試みられてはいるが(Handysideand Hooper， 1987; Piedrahi ta et al.， 
1988;w-and First，1988;S州 la附 ret al.， 1989; Evans et al.， 1990; 
Notarianni et al.， 1990;pjedrahita et al.， 1990a， b)、残念ながらキメラ家
畜の作製に成功したという報告はまだなされていない O
本論文はマウスの腕性幹細胞株の樹立に関する基礎研究およびその応用に関
する研究を通して得られた成果をまとめたものである o これらの成果は、今後
家畜において匪性幹細胞株を樹立したり、それを応用していく土で宥怠義な知
見を提供するものと考えられる O
‘-
?
?
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マウス脈性幹細胞はS細胞)株の樹立に関する研究
第 1節緒
Evans and Kaufman (1981)および、MartinC198])の報告以降、マウスES細胞株
の樹立と継代維持のJj法に関していくつかの報公がなされている o ES細胞の樹
立は通常 3.5口齢の妊盤胞の情益から開始するが、おJ本遅延を誘起したマウス
に山来するj凶盤胞 (Evansand Kaufrnan， 1981; Wobus et al.， 1984)や巾離した
1 C Mを情養したり (Axelrodand Lader， 1983)、桑実妊の制球を分散して培養す
るjj法(Eistetter，1989)がある O また、 ES細胞の培養に不可欠とされる支持細
胞崩(フィーダー細胞絹)として、胎児線維芽細胞の初代培養細胞を用いる場
合(Wobuset al.， 1984 ;Doetschrnan et al.， 1985) と株化された STO細胞を用
いる場合 (Evansand Kaufman， 1981 ;Martin， 1981;Axelrod， 1984)がある O さら
に、地地にテラトカルシノーマ細胞やバッフアローラット (BRL)肝細胞の馴化
培地を添加したり (Martin，1981;Smith and Martin， 1987)、分化抑制因子とさ
れているLIFを加えてES細胞の株化率を高める工夫もなされている (Smithet 
a1.， 1988)。このように、 ES細胞の樹立法には詳細な点で、追いはあるが、基本
的にはFig.1にぷすように匪盤胞を線維芽細胞のフィーダー細胞樹上で培長し、
頻繁に継代して未分化細胞を分離する O
ES細胞の樹立には椅々の要闘が彩響を及ぼすが、そのーっとしてマウスの系
統があげられる O 1月初、 ES細胞はマウスの系統にかかわらず樹 (1.が可能である
とイ考えられていたが(Robertsonet al.， 1986)、現在ではES細胞がねやすい系
統と得にくい系統があると A考えられている O これまでに129系(Evans and 
Kaufrnan， 1981; Wobus et a 1.， 1984; Doetschman et al.， 1985)、C57BL/6系
(Wobus et al.， 1984; Suemori et al.， 1987)およびlCR系 (Martin，1981)マウ
ス朕からES細胞が樹立されているが、とくに奇形腫(Teratoma)のrI然発佐本が
尚い129系マウスが多JlJされており、キメラ動物作製の成功例も多数報告され
ている (Bradleyet a1.， 1984;Robertson et a1.， 1986;Gossler et al.， 1986) 0 
また、特殊な例として、半数体、突然変異マウス由来の肝機胞や雄件発牛耳イ1か
らもES細胞株が樹立されている (Magnusonet al.， 1982;Kaufman et al.， 1983; 
Martin et al.， 1987;Mann et al.， 1990)0 
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樹立の過料で分化した細胞塊と未分化の細胞塊は、その形態的特徴にのみ依
存して区別されているので、樹注したES細胞株を椅々の発生工学的研究に応用
する場合には、その多能性と妓I型の正常性を確認しておかなければならない A
本章の実験は、マウスES細胞株の樹立を試みるとともにその樹虫におーすL
;の要肉の影響ならびにその例のぽ性および多能性を調べるため山れ、
第2節 ES細胞株の樹立と樹立におよぼす 2、 3の要因の影響
本節ではES細胞株樹立の可能性を調べることを第 1の目標とするとともに、
マウス系統と培養開始時の細胞集団の違いがES細胞の樹立に及ぼす影響につト
ても若干の検討を行った。
1 .材料および方法
同系の雄と交配した129系、 A系およびC57BL/6系の雌あるいは CBA系の雄
と交配した C57BL/6系雌マウスより妊娠 3.5日目に子宮を摘出し、 M2液
(Fulton and Whittingham， 1978)で濯流して匪盤胞を得た。
フィーダー細胞として用いた胎児線維芽細胞は、 Freshney(1983)の方法に従
い以下の様に調製したo F 1 (C57BL/6 X CBA)系雌マウスを同系の雄と交配し、
妊娠14---16H目に胎児を摘出したo これをリン酸緩衝液(郎)の中で細切しょ
後、 O.25児トリプシン液に懸濁させパッフルっきフラスコに移したo スターラ
ーで、緩やかに撹枠しながら案温で20分間消化させ、細胞懸濁液を得たo つい÷、
ステンレスメッシュを通して組織塊を除去し、遠心分離(300X g， 5分間)後、ー
10児ウシ胎児血清(FCS)加ダルベッコ変法イーグル培地(DME培地)に 2X 105 
cells/mlとなるように再懸濁して、プラスチック製培養皿(Falcon3003)に播
種したo 培養は370C、5先 CO 2 、95児空気のCO
2 培養器内で行い、 5日毎に
継代した O 胎児線維芽細胞が単層のシート状になった時点で10μg/皿lのマイト
マイシン C(Sigrna)を含む10灯CS加 DME培地で2--3時間培養した O 次にPBS
で3同洗浄し、 O.25先トリプシン溶液(1:250， Difco)で処理して細胞を分散さ
せた後、遠心分離(300X g， 5分間)して上清を除去したo ついで、細胞濃度が
3 X 10'3 ωl1s/rnlとなるように川郎加川培地に再懸濁させたo これをあ
らかじめ室温で2時間、 o.1%ゼラチン溶液(Sigma)で表面処理を施した 4ウエ
ルマルチデッシュ (Nunc)および直径 3.5cmと 6crnのプラスチック製培養皿
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aLJ Table 1. Preparation of cul ture medium used for the isolation of ES cells 
Dulbecco-s Modified Eagle-s medium powder (Nissui) 10g 
DDW 770ml 
ICM 
bl¥TB ¥
kr可4JFコ円六台ホヲ . 3
も々&7
c80 0 
Fetal bovine serum 
2-mercaptoethano 1 stock so 1 ution * 
Non-essential amino acids (basal stock;Gibco) 
Nucleosides stock solution# 
Kanamycin 
Store at 4t after sterilization through a filter 
*2-mercaptoethanol stock solution 
Add 70pl 2-mercaptoethanol (Wako) to 100ml of PBS. 
Store at -20t after sterilization through a filter 
#Nucleosides stock solution 
To 100ml DDW add: 
200ml 
10ml 
10ml 
10ml 
100mg 
c し;二;五~
d\~ ， l 
Adenosine 80mg 
Guanosine 85mg 
Cytidine 73mg 
Uridine 73mg 
Thymidine 24mg 
Dissolve by warming at 37t. Store at -20t after sterilization 
through a filter. 
Figure 1. Summary of the procedure for isolating ES cell lines. (a) 
Day 0， blastocyst recovered is placed into culture dishs with feeder 
cell layer. (b) Day 4-6， inner cell mass (ICM) has proliferated to 
give a large cellular mass and it is removed from trophoblast (TB)， 
dissociated with trypsin-EDTA， and cellular fragments are transferred 
onto new feeder cell layer. (c) Day 7-10， primary colonies are 
examined and classified accoding to morphology. Colonies that 
resemble stem cell are removed， dissociated and reseeded onto new 
feeder cell・ layer. (d) Day 12， culture dishs containing stem cells 
are passaged to give embryonic stem cell lines. 
Table 2. Preparation of trypsin-EDTA solution 
used for the isolation of ES cells 
To 500ml DDW add: 
Trypsin powder (1:250，Difco) 
EDTA 
Dulbecco-s Modified PBS (Nissui) 
Phenol red (Gibco) 
Store at -20t after sterilization 
0.5g 
0.5g 
4.8g 
0.5ml 
through a filter. 
」一一一
? ?
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(Falcon 3001および3002)にそれぞれ1ml 、2mlおよび5mlず、つ分注した O こ
のようにして作製したフィーダー細胞肘は370C、5児COL 、95貯ノE54の条件下
に保μし、 71以内にもe川したO なお、フィーダー細胞肘の作製には継代が 3
IJ以内の胎w.線維茅納胞を川いた。
ES細胞を樹¥1.するために L記の4ウエルマルチデッシュ (Nunc)の各ウエルの
出地を20%FCS、O.lmM2-メルカプトエタノール、核駿泌合総液および非必須ア
ミノ椴溶液を添加した DME~~地 (Table 1.， Robertson， 1987) と交換した後、怪
継胞あるいは免疫手術法(Solterand Knowles， 1975)によって取離したlCMを
フィーダー細胞屑 J-. に 1 例ずつ入れ、 37 0C 、 5 出 CO 2 、 95 児空気の CO ~ 培養器
内で培養したo 培長開始後1"-'5RLIに1CM由来の細胞塊をピペットで拾い上
げ、 PBSで 3[~I]洗浄した後、トリプシン -EDTA溶液 (Table2)で5分間処理し、
ピペッティングによって部分的に細胞を分散させた。これを 11己と同様に培地
を交換した l~l{f. 3. 5cmのプラスチック製培養肌のフィーダー細胞層上へ移した。
3 "-' ~日間の培養後に 11\現した幹細胞様の形態を示すコロニ一、すなわち、細
胞境界が不明瞭で烏状をなしているコロニーを拾い上げ、前述の様にして細胞
を分散させ新しい直径3.5cmのプラスチック製培養皿のフィーダー細胞層上へ
移して培益を継続した。以降、これらの細胞は通常の継代培養の方法によって
!白径6cmのプラスチック製培養皿のフィーダー細胞層とへ移し、毎日培地交換、
2日毎に継代して維持したO この様にして得られた細胞は継代ごとに一部を細
胞凍結液セルストック(日本全薬〉を用いて液体窒素あるいは-80OCのディー
プフリーザーに凍結保存したO
2. 結果および考察
1CMから培益を開始した場合、 4"-' 5日間の培養によって卵 f1]筒様情造に分
化した細胞塊(Fig.2a)と、コンパクトな未分化細胞塊(Fig.2b)の 2柿紛がIH射
した。 Table 3 に示すように、未分化細胞の H1現率は 129 系では ~2施、 A 系で
は 12加でこの，J1}お ~\j にイi怠来 (P く0.05) が兄られたO これらの未分化細胞塊のみ
を請求代して、 129系から3株(7児)、 A系から2株(12児)の細胞株がりられ、故
終的な細胞株の樹立本には行怠走がなかった。 ~Jj 、 j応盤胞から培養を開始し
た場合、~ "-' 5日間の出養によって1CM由来の未分化細胞塊 (Fig.2c)が尚ユf{
(64-81出)に得られた O その11¥現本は4系統の問でわずかな走が認められたが有
怠廷は認められなかったO しかし、この織な未分化細胞塊を継代して最終的に
得られた細胞株は129系から3株(7児)、 C57BL/6系から2株(9則、 CsA系の雄
8 
a 
， e 
a . . 
匂、.
Figure 2. (a， b) Isolated inner cell masses (ICMs) obtained from mir.p 
of 129 strain and cultured for 5 days on feeder cell layer 川ina 
differentiates to egg cylinder structure， but川 in b forms the 
clump of undifferentiated cells 川 O. (c) A blastocyst obtain 
from mouse of 129 strain and cultured for 4 days on feeder laver 
showing formation of clump of undifferentiated cells derived from 
川 x200. (d) Undifferentiated ES cell s isolated fluUJ blωt…i 
12days after cu 1 ture. X 100. 
9 
と交配した C57BL/6系から1株(2紛であり、 A系からは得られなかったO 得ら
れた細胞株は一様に細胞境界が不明瞭で島状のコロニー(Fig.2d)を形成した O
個々の細胞は比較的小いが、核小体の明確な大きな核を持っており、 EC細胞や
これまで報告されているお細胞の特徴と一致していた。
以上の結果からES細胞樹立の過程における細胞の行動、とくに培養4~5 日
の未分化細胞塊の出現率にはマウスの系統や底盤胞とICMのいずれから培養を
開始したかによって相違がみられたが、最終的な細胞株の分離される割合(0-
12児)には大きな差は生じないものと思われる o Axelrod and Lader(1983)は、
ICMと匪盤胞のいずれから培養を開始しても最終的な細胞株の分離される割合
に差のないことを報告しているが、本実験では、 A系のマウスでE基盤胞から培
養を開始した場合に、未分化細胞塊の出現率が高いにもかかわらず細胞株を分
離することができなかったので、系統によっては両者聞に差が生じるのかもし
れない。この点については、今後さらに検討される必要があると恩われるが、
本実験条件下において、他の報告(Robertsonet al.. 1986)にもみられるよう
に、 10児前後のES細胞株の樹立が可能であることが明かとなった。
Table 3. Efficiency of the establishment of ES cell 
lines from inner cell masses出ldwhole blastocysts 
"* 
s:::Etzo N1itt735yos?erti芯edω?oi?ie(%)
第3節 ES細胞株の染色体分析
通常、株化された培養細胞には染色体異常を伴う場合が多い。 EC細胞がキメ
ラマウスを形りるにもかかわらず、生M荷一閉 1へ組み込まれない原肉の一つと
して染色体異旬加1~Ló刃片j
E防S細胞株を種々のさヂ生工学的研究に応用する場合、例」が正常であることが必
??件となる o 本即では、前節相した叫株について染色体分析を行つ
1 .材料および万法
129 ICM 43 18(42) 3(7) 
42 34(81) 3(7) 
17 2(12) 2(12) 
41 31(76) 0(0) 
25 20(80) 2 (9) 
42 27(64) 1 (2) 
染色体分析に供した細胞位、 129系の単離川白米のTT-12、/liJじく 129系の座盤胞由来のTT-B4およびCBA系の雄と交配した C57BL/6系の臨機胞I:I来のF1/1の3株で、 10---20代の継代培養を経たものである
O これらの細胞(凶径6cmの培長皿 1校)は継代 2日円にトリプシン -EDTA溶液で処理して単一細胞に分散したものを10mlのES細胞用培地(Table1)に浮遊させ、直径10cmのプラスチック製培養皿(F山 n3003)に移して 37oc、5児CO2 、95昭町気のCω0f培養器内に静置した
O 約1時間後、非接着細胞のみを同収しt:. 附胞は配
胞と同様にフイーダー細胞に比べ基質への接着性が低いため、ー;の操作によっ
てフィーダー細胞を除去することができる (Martin.1981) 0 回収した細胞は遠心分離(300Xg，5分間)して上清を除去した後、 0川コルセミド(Gibco)を含むES細胞戸地叫に再浮遊させ、町、 5出CO2 、95出空気のCO2 培養器
内で5時間別伯養を行ったo 培養後、細胞を回収し、 0・075MKCl溶液 2・5mUこ懸濁させ低張処理を室猛で15分間行った O 次に、低張液と等量のカルノア液
〔メタノール(3) 酢酸(1)Jを加えて10分間間定したo 遠心分離(300Xι5 
分間)後、上清を除去して新しいカルノア液を加え静かに痩枠して再度遠心分
離し?。この操作を 2副繰返し、ついで細胞濃度が lX10()C山 /ml程度にな
るょっにカルノア疲に懸濁させ、洗浄したスライドグラスは滴下して風乾し
たo 十分に乾燥した後初ギムサ、液(山bco)で15分間染色し九また、一部はEvans c1 987)の方法に従ってGバンド染色を行ったo
ー
A 
? ??????
?
????? ?
???
?
?????????
?
?
?
? ?
???
???
?
??????
??
???
??
????
?
安 At4-5 days after culture on embryonal fibroblast cell layer. 
# Significantly higher than the value for ICM of strain A 
(Pく0.05;X2test).
$ C57BL/6 females mated with CBA male. 
2. 結果および考察
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Fig. 3に/]'¥すようにTT-12、TT-B4の2株では観察した分裂中期j像の78地
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材料およびノj法
実験に供した細胞は、 TT-12株とF1/1株の2種類で、10"-'20代の継代培養を
経たものである o これらの細胞を継代 2日目にトリプシンーEDTA溶液で処理し
て単一細胞に分散し、前節に述べた方法に従ってフィーダー細胞を除去したn
フィーダー細胞を除去したES細胞は 10貯CS加 DME培地に細胞濃度が 2×10:
cells/mlになるように再懸濁させ、 5mlずつ直径6cmのバクテリア用プラスチ
1 . 
(39/50)が、 F1/1株では72%(36/50)が40本の染色体を有していた。また、 Gバ
ンド染色によって級:~J を I淵べたところ、 TT-B4 では 38+XX の雌型、 TT-12 およ
びF1/1は38+XYの雄刷の正常2イ;刊本をIJ"し、既報のES細胞株の特性(Evansand 
Kaufman， 1981)と一致していた O
??
? ? ? ?
Fl/l 50 
? 。 ? ? ? ?
TT-B4 50 
? 。
??
? ?
TT-12 50 
ツク培養皿作alcon川)に播種して3に 5施札、 95%空気の札培養器
内で培養を行ったO 培地の交換は 3日毎に行ったが、その際に遠心分離は行わ
ず細胞塊を含む培地をコニカルチューブ(Falcon2095)に移して垂i貞に立て、
10分間静置する?とによって細胞塊を自然落ドさせた後、上清を静かに除去し
て新鮮培地を加え、さらに新しい培養血に移して培養を継続したo 培養は 2週
間継続したo 形成された座様体については、体外でのマウス後期臨の発生を詳
細に検討した成瀬(1984)および Hsu(1990)の報告を参考に分化組織を推定したo?
?
? ?
?
?? ? ? ? ? ?
? ?
?
??
??
?
? ? ? ? ? ? ?
? ?
?
?
??
??
? ?
?
??
? ?
?
? ? ? ? ?
??。? ? ?
? ?
TT-12細胞およびF1/1細胞は浮遊状態で培養することによって、速やかに細
胞塊を形成し、培養3"-' 5日目には外層が内底葉様に分化した単純な構造の匪
様体(Fig.4a)が多数観察されたo さらに培養を継続すると8"-' 14日で内部に外
郎葉に類似した組織の形成が認められる構造の複雑な魅様体(Fig.4b)や巨大な
結果および考察2. 
40 38 40 
No.of chromosomes 
38 
???? ?
?38 
Histograms showing chromosome numbers of ES cell 
and whole (TT-12) 
Figure 3. 
lines established from isolated ICM 
(TT-B4，Fl/l) . blastocyst 
これらの分化像はEC細胞(Martinand 中空の卵黄嚢(Fig.4c)が出現した。
Evans，1975)や明の ES細胞伽tschmanet al.，附)と類似しており、
これらの細胞はinvitroにおいて多分化能を有していると考えられるが、本節
の実験では有核の胎児型の赤血球や心筋を観察するまでには至らなかったーそ
の原因は培養条件が不十分であるためと考えられるので、培地の組成を変幻こ
り、回転培養を行うなどの改良が必要と考えられた。
ES細胞株の多能性の検討
ES細胞の重要な特徴はEC細胞に匹敵する高い分化能力を有することである O
ES細胞の多能性は、遺伝子型の同じマウスの皮下に移植すれば穐々の組織に分
化した[~形腫蕩を形成し、又、分化条件で長期間培養を継続することによって
胞状の脹胎様精造を形成することから明らかにされている (Martin，1981;Wobus 
et al. ;1984;Doetschman et al.， 1985;Suemori et a1.， 1987) 0 本節では、先
に樹立したES細胞を浮遊条件で長期間培養を継続して、その分化像によって多
能性を検討した。
第 4節
1 3 
1 2 
第5節摘 要
a 
本章では種々の発生工学的研究に応用できる細胞株の樹立を目標として、
129系、 A系およびC57BL/6系の雌ならびに CBA系の雄と交配したC57BL/6系
雌マウス由来の脹盤胞あるいは単離した内部細胞塊を用いてES細胞株の樹江を
試みたO その結果、異なる匪盤胞に由来する11株のES細胞株が得られた。細胞
株が得られる割合は系統によって若千差があるようであった O また、系統によ
っては、単離した内部細胞塊および臨盤胞のいずれから陪益を開始するかによ
って最終的に細胞株の得られる割合に差がみられた。これらの細胞株は、 EC細
胞に類似しており、細胞境界が不明瞭でコンパクトな島状のコロニーを形成し
たO 個々の細胞は比較的小さく、細胞質に比べ核小体の明確な大きな核を持っ
ていた o 129系の単離ICM由来のTT-]2、同じく 129系の路盤胞はl米のTT-B4
および CBA系の雄と交配したC57BL/6系の脹盤胞由来のF1/1の 3株について染
色体分析を行ったところ、 TT-12株および F1/1株の核塑は雄耳目のI正常 2倍体、
TT -B4 株は雌~の正常 2倍体であった。これらの細胞株の分化能力を調べるた
めに、 TT-12細胞およびF1/1細胞を浮遊条件で長期間培養を継続したo その結
果、外厨が内版葉と思われる組織に分化し、内部に外朕葉に類似した燐造が認
められる腕様体や~~大な中7Rの卵貨嚢が 11\到し、これらの細胞がin vitro'こお
いて多能性を有することが認められた。これらの結果から、本章の実験で樹在
されたES細胞は、そのキメラ形成能や核移植に関する実験に使用できることが
明らかとなったO
C 
Figure 4.Em bryo i d bod i e S developed f roIE TT-12C e l l S Whi ch wer e 
ion conditions for 4 days (a， X 200)， 
cultured under differentiati 
8 days (b， X 200) and 14 days (c， X 40). 
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2お 3ER
マウス雌性幹細胞 (ES細胞)の培養条件に関する研究
第 1節緒 r.:j 
第2市では脈性幹細胞 (ES細胞)の樹立に成功し、これが正常核型を有し、
浮遊状態の培養によって版様体を形成することから多能性を有することなどを
明らかにした。このようなお細胞の多能性をほ養系で維持するためには、フィ
ーダー細胞が不可欠である O 一般にフィーダー細胞としてマウス胎児線維芽細
胞の初代培養細胞と、株化細胞であるSTO細胞が用いられている O また、バッ
フアローラット肝(BRL)細胞の馴化培地がEC細胞やES細胞の分化を抑制するこ
とが報合され(Smith and Martin. 1987)、その分化抑制因子の本態がLeukernia
inhibitory factor (LIF)であり、これを培地に添加すればフィーダー細胞層
なしで ES細胞の培養が可能であることが報告されている (Wi1 iarns et a1.. 
1988; Srnith et al.. 1988)。しかし、これらの研究に用いられているお細胞は
いずれも129系マウス匹から樹立された細胞株に限られており、それ以外の系
統に由来するES細胞では検討されていないO
本章では、非129系由来のES細胞であるF1/1細胞を用いて、 2種類のフィー
ダー細胞およびLIFのF1/1細胞に対する増殖支持と分化抑制効果をコロニー形
成本とアルカリフォスファタ ーゼ(Al-P)活性陽性コロニーの割合を指標にして
調べるとともにF1/1細胞のキメラ形成能に対するLIFの影響を調べて、前j使で
安定した培養維持法を開発するための基礎的な検討を行った。
第 2節 フィーダー細胞のF1/1細胞に対する増殖支持と分化抑制効果
格差細胞を単一細胞に分散し、希釈して一定数の細胞を培養血に加えて陪養
すると、生ずるコロニーの数は培養系の適・不適に対応して増減する O コロニ
ーの数を播種細胞数で除した数値がコロニー形成率(platingefficiency)であ
り、対象とする細胞に対する培養系の適性を評価する基準となる O さらに、 ES
細胞の培益系は巾に細胞増殖を支持するだけでなく、未分化状態を維持する効
果も要求される O 初期臨の内部細胞塊、始原生殖細胞およびEC細胞などの未分
化細胞では、細胞膜におけるAI-P活性が検出され、未分化細胞を特徴づける組
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織化学的指標とされている O したがってES細胞のAI-Pt5間性コロニーの制人
を調べることによ って、 ES細胞の未分化状態を評価することがで、きる。日一
胞の樹立とその継代維持では、フィーダー細胞としてマウス胎児線維芽細胞の
初代培季細胞を用いてきたo 一般には、株化細胞であるSTO細胞を恥る場合
も多いか、それらの分化抑制効果の違いについては必ずしも明らかではない。一
本節では、 2種類のフィーダー細胞層のF1/1細胞に対する増殖文持と分化抑制
効果をコロニー形成率とAI-P活性陽性コロニーの割合を指標にして調べたO ま
た、川細胞をフィーダー細胞非存在下で、培養する場合に適した培養恭質一
択する目的で、種々の培養基質による川車問胞の増殖支持効果の違いについて
検討した。
1 .材料および方法
実験には、第2章で樹立したES細胞のうち増殖性が良好なF1/1細胞を供した n
マウス胎児線維芽細胞は妊娠16日齢の F1 (C57BL/6 X CBA)系マウス胎児をトリ U
プシン処理して得たo また、 STO細胞は ArnericanType Culture Collection 
(Mary 1 and. USA)から導入したo これらの細胞はマイトマイシン Cー陶則三
処理し、1.5 X 10
0 
cells/dishとなるようにゼラチンコートを施した直径 6cm
のプラスチツ、ク製培養皿に播種してフィーダー細胞層としたo 胎児線維芽細胞
の分離およびフィーダー細胞層の調製等は第2章第2節の方法に従った。 F1/1
細胞は第 2章手 3節の方法に従ってフィーダー細胞を除去した後、 400c山/
dishとなるょっにES細胞用培地(Table1)に浮遊させ、各6枚のフィーダー細
胞層を含む培養皿に播種したO また、陰性対照、としてゼラチンコートのみを胞
した培養皿に播種して3rc.5児CO2 ，95児空気の培養器内で培養したo 継代
は行わずに培地交換を 3日毎に行い、培養 3日目、 5日目および 7日目に培養
皿を2枚ず、つ取り出して郎で洗浄後、風乾固定して細胞のコロニーを数えたo
次に、その培養皿にNaphtolASMX phosphate(sigma) とFastBlue RR (Sigma) 
を1rng/ml濃度に溶解したPBS(PH8.6)を2ml加え、 30分間室温に置いた後、水
洗してから風乾したo これによってAI-P活性が陽性のコロニーは青色に染色さ
れるのでこれを数えて活性陽性コロニーの割合を調べた O
また、 F1/1細胞をフィーダー細胞非存在下で培養する場合に適した培養基質
を選択する目的で、直径 6cmの①組織培養用プラスチック製培養皿CFalcon
3002)、②表面をプラス荷電させたプラスチック製培養皿(Falc(ln3803)、③
①の培養皿を第2章第 2節の方法に従ってゼラチンでコートしたもの、④コラ
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ーゲンコート済プラスチック製培養皿(ToyoboTCL601)の4種類を用いて、前
述と同様に培養を行い、コロニー形成率およびAI-P活性陽性コロニーの割合を
調べた。
2.結果および考察
フィーダー細胞層非存在条件下では、組織培養用プラスチック製培養皿、表
面をプラス荷電させたプラスチック製培養阻およびコラーゲンコート済プラス
チック製培養皿のいずれをを用いて培養した場合にもコロニー形成率はすべて
相以下でほとんど細胞増殖はみられず、未分化コロニーも全く検出されなかっ
たO これに対して、ゼラチンコートを施したプラスチック製培養皿で培養した
場合のコロニー形成率は 9---12児であり、培養3日までは未分化コロニーが検
出されたが(6的、それ以後は観察されなかった(Fig.6) 0 胎児線維芽細胞をフィーダ一層上で3日間、 5日間および7日間培養した場
A 、F1/1細胞のコロニー形成率は、それぞれ 22施、 26施および32犯であったO
これに対して、 STO細胞をフィーダ一層上で培養した場合のコロニー形成率
(13施、 24児および23先〉は低い傾向が見られた。胎児線維芽細胞のフィーダー
上で形成されたコロニーのうち、 AI-P活性陽性コロニーの割合は培養3日目で
は 94児であったが5日目には 82施、 7日目には55出と未分化コロニーが急減し
たが、 STO細胞のフィーダ一層上のコロニーではその割合はさらに低い傾向を
示した(Fig.5)0 
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Figure 5. Plating effeciency (a) and in vitro 
differentiation (b) of F1/1 cells culture in 
gelatin coated dishes with embryonal fibroblast 
cell-feeder layer(ー ) and STO cell feed cell 
layer(… ) or without feeder layer(ー ー ). 
Figure 6. Plating effeciency (a) and in vitro 
differentiation(b) of F1/1 cells cultured 
without feeder cell layer in non coated(・…)， 
gelatin coated(一)，colagen coated(… )and 
positive charged( ・・ )culture dish or cultured 
with embryonal fibroblast cell feeder layer in 
gelatin coated dish( .・ ) . 
.-ーー ・・.-・-. 
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これまで、 F]/1細胞は樹収から継代維持まで経験的に胎児線維芽細胞のフィ
ーダ一回!こで、情益を行い、 1ft[1用地を交換して、 2日毎に継代を行って多能性
を維持してきたが、本実験の結果から、 Fl/1細胞はフィーダー細胞層なしでは
ほとんど憎殖することができず、その増殖はフィーダー細胞層依存性であるこ
とが確認された O また、フィーダー細胞層存在下であっても、 3日目以上培養
を継続すると急激に分化が進行することから、多能性維持には頻繁な継代が必
須であることが裏付けられた。
本実験ではJI台児線維芽細胞とSTO細胞のフィーダー効果を比較したところ、
F1/1細胞に対する増殖文持と分化抑制活性は胎児線維芽細胞の万が高い傾向が
見られた。 STO細胞は株細胞であり、取扱いは容易であるが、継代維持の過程
で性質が変化することが多いといわれている o Suemori et al. (1987) も胎児
線維芽細胞とSTO細胞を比較し、胎児線維芽細胞のフィーダ一層を用いて樹立
されたES細胞の方が高い多能性と正常核型を維持している点から、胎児線維芽
細胞がフィーダー細胞として適していると報告している O
フィーダー細胞層非存在下では、ゼラチンコートプラスチック製培養皿以外
の培養皿の場合、 F1/1細胞の増殖はほとんど認められなかった。今後、分化抑
制因子の効果等を検討する目的でES細胞をフィーダー細胞層非存在下で培養す
る際にはゼラチンコートプラスチック製培養皿を使用するのが良いと思われる O
第3節 LIFのF1/1細胞に対する増殖支持と分化抑制効果
本節では、非129系由来のES細胞である Fl/1細胞に対する Leukemia 
inhibitory factor (LIF)の増殖支持と分化抑制効果をコロニ-形成本とAI-P
活性陽性コロニーの割合を指標にして調べた O また、 Fl/1細胞のキメラ形成能
に対するLIFの影響を調べた。
1 .材料および方法
あらかじめ、 ES細胞用培地(Table1)に10弓 unit/ml濃度となるようにしIF
(AMRAD)を添加し、フィーダー細胞層非存在下で15代継代培養(約1か月)し
てフィーダー細胞の影響を除去したF1/1細胞をLIF(11化細胞とし、胎児線維芽
細胞のフィーダ一層上で継代した細胞を非局I!化細胞とした。これらの細胞を
LIFを添加した培地と無添加の培地に浮遊させ、それぞれ6枚のフィーダー細
胞層を含まないゼラチンコートプラスチック製培養皿に400cells/dishとなる
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ように矯種してれ 5児CO ~ ，95月怖の培養器内で培養したo 以後、料
第 1節の万法に従って、コロニー形成率とAI-P活性脳性コロニーの割合を調べ
たo また、 LIF(11[化細胞と非酎If化細胞のキメラ形成能と核型をそれぞれ第4章
第2節および第 2章第 3節に述べた方法に従って調べた。
2.結果および考察
4路‘
川町 7. 川 cellscultured through 15 pas叫 eswithout feeder cell 
layer 1n a medium supplemented with (a) and without (b) LIF. The 
morphology of the cells indicates that they are main十ainedas stem 
cells in a but they have differentiated in b 
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フィーダー細胞層非存在条件下でFl/1細胞を長期間継代培養すると、培地に
旧を添加しない場合、細胞の形態は偏平となり未分化細胞の特徴を失った
(Fig. 7b)。これに対して培地にLIFを添加した場合は、 15代の継代の後もFig.
以示すように未分化細胞の特徴を維持していたo この山添加培地に馴化し
た Fl/1細胞とフィーダー細胞層上で維持してきたF1/1細胞のコロニー形成率
および AI-P活性陽性コロニーの割合を調べた結果をFig.8に示すo それらの
50 100 r 
割合を培地へのLIF添加の釘無によって比較すると、いずれの細胞の湯合でも
差異は見られなかった O しかしながら、 LIF馴化細胞と非馴化細胞の間で比較
すると、いずれも馴化細胞を用いた場合に高い値をぶした O これらの結果から、
ES細胞に対するLIFの効果は単に培地に添加しただけでは得られず、 ES細胞を
長期間LIF添加培地で継代培養を行って馴化させることによって得られるもの
と考えられた。また、 LIF臥|化細胞の核型を調べた結果、観察した分裂中期核
板の68児が正常2倍体であり、非馴化細胞の78犯に比べて若干低下したが有怠
な差ではなかった(Table4) 0 これらのF1/1細胞をCD-1系マウスの 8細胞期妊
の囲卵腔に注入し、一晩培養して得られた脹盤胞をCD-1系の受卵雌に移摘した
結果、移植妊から 35児--45見の割合で産子が得られ、とくに継代培長期間の長
短によって差は認められなかったが、これらの産子のキメラ形成本はFl/1細胞
の継代数の増加に伴って低下する傾向が見られた(Table4) 0 一点、 LIF馴化
細胞のキメラ肢からは生存産子を得ることができなかった(0/33)0そこで、別
にLIF出1化細胞のキメラ匪を移植し、受卵雌を妊娠の13.5日齢で解剖して移植
隆の発育状況を調べた O その結果、 13個(76児)の胎児が観察され、このうち 1
頭は眼色から明らかにキメラと判断される生存胎児であったが、これ以外のも
のは死滅していた O
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Figure B. Plating effeciency (a) and in vitro 
differentiation (b) of F1/1 cells cultured 
without feeder cell layer in a medium with or 
without LIF after adaptation during culture 
through 15 passages or nonadaptation to LIF. 
No.of passage with %Metae phwal se No .of erymrobeudrny(g % o 
No. of 
plate-with /No os chimaeras 
feeder cell LIF normal karyotype transferred(%) (%) 
<20 72% 17/38(45) 15/17(88) 
30 nd 18/51(35) 11/18(61) 
46 78% 4/10(40) 2/4 (50) 
30 15 68% 0/33(0) 
The cells cultured with LIF after 
adaptation to LIF. 
The cells cultured without LIF after 
adaptat i on to L I F.
The cells cultured with LIF after 
nonadaptation .to LIF. 
The cells cultured without LIF after 
nonadaptation to LIF. 
nd:not determined. 
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サイトカインのー楯であるLIFの培地への添加により、フィーダ-細胞層を
用いなくてもお細胞を継代維持できることが報告されている (Williamset 
al.. 1988;Smith et al.. 1988) 0 本実験では、 LIF'添加培地のみで15代継代培
養したFl/1細胞は増殖性が向上し、未分化状態も維持される傾向が見られた。
しかし、それらは形態的に未分化状態を維持しており、核型の正常性にも有意
な低下が認められなかったのにもかかわらず、キメラは胎児期に死滅して生存
産子は得られなかった。おそらく数的異常以外の染色体の構造異常に起因する
か、核型とは関連しない別の要因によるものと思われるが、詳細については不
明である。最近、フィーダ-細胞層を用いず、旧添加培地のみで同胞の培
養を行って、生殖系列キメラマウスを形成し得る ES細胞が樹立されることが
報告されていることから (Peaseet al.， 1990;Nichols et a1..1990)、LIF添
加培地を用いて樹立されたES細胞に対して、 LIFは高い有効性を示すことが考
えられる O また、 ES細胞を用いた研究のほとんどは129系マウス脹に由来する
お細胞を使用しているが、本研究で用いたF1/1細胞は C57BL/6x CBAの遺伝子
型を持つES細胞であるので、 ES細胞の遺伝子型の違いがLIFの有効性に影響を
及ぼす可能性も考えられる O 今後、様々な系統由来のES細胞を樹立し、検討し
ていく必要があると恩われる O
第 5節嫡 要
F1/1細胞は第 2章で述べたように C57BL/6x CBAの遺伝子型を持つES細胞で
ある O 本研究では、この F1/1細胞の増殖と分化に対するフィーダー細胞層お
よびLIFの影響をコロニー形成率とAI-P活性陽性コロニーの割合を指標として
調べたo また、 F1/1細胞のキメラ形成能に対するLIFの影響を調べたo その結
果、他の129系マウス脹由来のES細胞と同様に、 F1/1細胞の細胞増殖はフィー
ダー細胞層依存性であり、多能性維持には頻繁な継代が必須であることが裏付
けられたo また、マウス胎児線維芽細胞の初代培養細胞はSTO細胞より高いフ
ィーダー効果を持つことが確認されたo LIF添加培地によって、 F1/1細胞はフ
ィーダー細胞層に依存せず未分化細胞の形態と正常核型を維持することができ
Tこが、その細胞増殖と多能性の維持という点においてはフィーダー細胞に代わ
り得るものではなかった O また、 LIF添加培地馴化したFl/l細胞は未分化細胞
の形態と正常核型を持っているのにもかかわらずキメラマウスを得ることがで
きなかった。その原因のーっとして、 ES細胞の遺伝子型の違いがしIFの有効性
に影響を及ぼす可能性が考えられる O
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マウス脹性幹細胞 (ES細胞)のキメラ形成能に関する研究
第 1節緒 言
キメラ動物とは 2種類以上の異なる受精卵由来の細胞で構成される個体であ
り、作製法によって集合キメラ (Tarkowski.1961)と注入キメラ (Gardner，1968) 
に分類される O 前者はコンパクションを起こす以前の初期座の透明帯を酵素的
あるいは機械的に除去し、異なる脹由来の割球同士を接着させることによって
作製される O 割球が接着した匪はやがて単一の座盤胞へ発生し、偽妊娠雌に移
植することによってキメラ個体を得ることができる。この庁法は特殊な装置を
必要とせず、技術的にも容易であるが、応用できる細胞の種類は初期臨細胞に
限られている。後者は、マイクロマニピュレーターを用いて脹盤胞の胞腔腔に
細胞を注入して作製するもので、注入した細胞が内部細胞塊(ICM)に取込まれ
てキメラ個体の形成に寄与する o この方法は技術的な熟練を要するが、利用で
きる細胞の種類は初期脹細胞に限らず応用範囲が広いとされている。
ES細胞と初期座間で形成されたキメラ動物のうち、 ES細胞が生殖細胞(精子
あるいは卵子)に分化して、その遺伝形質を子孫に伝えられるものを生殖系列
キメラといい、それが得られなければES細胞の応用性は失われる O しかし、 ES
細胞のキメラ形成能は細胞株ごとに違っており、キメラが得られたとしても生
殖系列キメラであるとは限らない O このため、個々のES細胞株の持つ分化能力
を最大限に引き出すようなキメラの作製法を検討することも重要である o EC細
胞のキメラを作製する場合には、集合法(Stewart，1982;Fujii and Martin， 
1983) と注入法 (Br i n s t e r， 1974 ; M i n t z a n d 1 1m e n s ee，1975; P a pai a u n 0 u e t 
a1， 1975)のいずれの方法も用いることができる o ES細胞の場合は、これまでな
された報告はほとんど注入法を採用しており (Brad1eyet a1. 1984;Robertson 
et a1. 1986;Goss1er et al. 1986;Kuehn et a1， 1987;Hooper et a1. 1987)、集
合法を利用した例はなかった。最近、 ES細胞を8細胞期脹と集合したり，桑実
路に注入する方法を用いて ES細胞の寄与率の高いキメラマウスを作製した報
告 CNagyet al. 1990;La11emand and Bru1et.1990)がなされている o 一方、こ
れまでに生殖系列キメラの作製が可能なお細胞株がいくつか樹立されてきた
が(Gossleret al，1986; Hooper et a1. 1987;Kuehn et a1.1987)、これらはい
ずれも129系マウスを用いて樹立したものであり、それ以外の系統のマウスに
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由来する細胞株を用いて生殖系列キメラ動物を作製した例はほとんど見られな
い。本研究で樹立した F1/1細胞はC57BL/6x CBAの遺伝子型を持つ、 129系
マウス座に由来しない細胞株であることから、本章ではF1/1細胞の生殖系列キ
メラ形成能金調べるとともに効率的なキメラの作製法を検討することを目的に
実験を行った。
第2節 ES細胞キメラマウスの作製
本節では、 F1/1細胞のキメラ形成能を調べ、あわせてE基盤胞注入法と 8細胞
期腔の囲卵腔への注入の 2法を用いて作製効率を比較検討した。
1 .材料と方法
実験に供した F1/1細胞はC57BL/ 6 x CBAの遺伝子型を持ち、毛色は野生色
であることから、キメラ動物はアルビノマウス脹との組合わせで作製した。
座盤胞注入法では、 48時間間隔でPMSGとhCGを5IUずつ腹腔内に投与して過
剰排卵誘起処理を施し、同系の雄と交配したCD-l系雌マウスから交配後3.5日
に採取した座盤胞をホスト匪として用いたo F1/1細胞はあらかじめトリプ
シン-EDTA液で処理して分散し、 10児 FCS加 M2液(Fultonand Whittingham， 
1978)に浮遊させて使用するまで室温下で保存したO 細胞操作観察板 (20G-3，
エレコン科学)に10児FCS加 M2液の小滴を作り流動パラフィンで覆ったもの
を準備して、その小滴に座盤胞とES細胞を移し、倒立顕微鏡下(ニコン)でマ
イクロマニピュレーター(成茂製作所)を用いて注入操作を行った。細胞注入
用のインジェクションピペットは直径が約20μmで、座盤胞の透明帯と栄養外
怪葉を突破るために、先端を400 の角度に研磨して鋭くしたものである O 座盤
胞は保定用ピペットでICMのある側を吸引保定し、 10--15個のES細胞を吸引し
たインジェクションピペットを透明帯と栄養外匪葉に突き刺した後、静かにES
細胞が匪盤胞のICMと接着するようにして胞座腔内に注入したO 注入の終了し
た匪は、 10児FCS加 M16液(Whittingham.1971)で4--5時間培養し、注入操作
によって縮小した座盤胞が再び拡張した時点(Fig.9)で、偽妊娠 3日目マウス
の子宮に移植して産子を得た O また、対照としてF1 (C57BL/6 x CBA)系マウス
から前述と同様にして回収した3.5日齢匪盤胞から免疫手術法によってICMを
単離し、これをCD-1系マウスより採取した腔盤胞に注入した。
一方、予備実験で透明帯を除去した8細胞期匪とFl/1細胞を接着させて集A
2 6 
r;Et;ごち主題泌
“~敬:勾ミ2
Figure 9. Ten to fifteen of ES cells were injected into a 
cavity of host blastocyst by micromanipulation method 
ヤ凶bedin the Materials and Methods. The bl制 ocysts
injected were cultured in M16 medium supplemented with 10% 
FCS for 2-3 hours for re-eXDan只 inn A pollslon. Arrows indicate F1/1 
cells attached to 10M of host blastocysts. 
j匹を作製しようとしたが、レクチンを用いた場合でも両者の接暑は一時的なも
のであり集合肢を得ることはできなかったO そこで、卵子の核移植の簡便法
CTsunoda et al.. 1986) に準じ、あらかじめ 8細胞期匪の透明帯の一部を切断
し、その切り口から肢の囲卵腔にES細胞を注入する万法を探用したo この)j法
ではES細胞と害IJ球の問に直接的な細胞接着がない場合でも、両在の集合状態を
維持することができ、その後の脳発生の過程でES細胞がホスト院に取り込まれ
ることが期待できる O
過剰排卵誘起処理を施し、同系の雄と交配したCD-l系雌マウスから交配後
2. 5日目にコンパクションが起こる以前の 8細胞期肢を係取してホスト腕とし
て用いたo 座の透明帯の切断は、マイクロマニピュレーターに取り付けたガ弓
ス針を用いて行ったo 注入するES細胞は、トリプシン-EDTA液で分散して用心
たが、あらかじめ10---15個のES細胞からなる細胞塊を集めて10施FCS加 M2液
に浮遊させて使用するまで室温下で保存したo まず、透明併の切り rJの反対側
を保定ピペツトで吸引して8細胞期阪を保定し、細胞を塊のままインジエクシ
ヨンピペットに吸引して先端をわずかに透明信の切り rJに姉人し、静かに細胞
27 
塊を附卵腔内に注入した(Fig.l0a)0使用したインジエクションピペット の内
ジの熱線でわずかに丸めた
筏は25----30μmで、研隣した先端はマイクロLのをmいたo なお、すべての操作は前述のよう に1開附加 M2液中で行っ
たO また、対昭として、 F1 (C57BL/6 x CBA)系マウス匪盤胞由来のICM細胞を
同織にして8細胞期阪の囲卵腔内吋 入したo 注入の終了 した脹は10見附加
M16液で 1晩培養 し、桑実lfi--廃盤胞に発育 したキメラ匪(Fig.10b)を偽妊娠
3HE:1の雌マウスの f宮に移植して産子を得たO 得られた産子のキメラ性は毛
色によ って判定 した。
a b d鰭 3
Figure 10. Ten to fifteen of ES cells were injected into 
a perivitelline space of host 8-cell stage embryo by 
micromanipulation method described in the Materials and 
Methods (a)・ Arrowsindicate ES cells. The 8-cell stage 
embryos injected ES cells were developed to morula or 
early blastocyst stage by overnight culture in M16 medium 
supplemented with 10% FCS (b)・
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2. 結果および身祭
F1/1細胞を路盤胞に注入する操作の成功率は約80%であったO これに対して、
8細胞期限の開卵腔内に注入する場合の成功率は95-100児であり、前名-に比較
して技術的に容易であったO また、閉卵腔内に細胞を注入した院が桑実脈~脈
盤胞へ発育する割合(93-]00見)は無処置脳を培養して得られる成績と疋異がみ
られなかった。キメラ臨の移植成績をTable5に/J-¥すo Fl/1細胞を 8細胞則Jff
に注入することによって得られたキメラマウスの割合 (80児)は、脱税胞に沌人
した場合(20出)と比較して宿意(Pく0.01)に向かった。また、毛色で判断する限
り、キメラマウスにおける Fl/1細胞の寄与率は非常に尚く、大部分の被Eが
F1/1細胞由来の野生色で占められる個体も多数得られた(Fig.11)0 ICMを川い
た場合には両者の間でキメラ形成本にイ写意な廷はみられなかったが、 8制lIJ抱即j
腕に注入した場合には被毛における寄与本が高い傾向がみられたO
Fl/1細胞を 8 細胞期脹に注入して作製したキメラマウスの性比は、~しく雄
Table 5 Efficiency of the chimaera production between ES cells 
or ICM包ldnormal embryos at different stages 
Donor Host 
No .of fyemorubrnerEdy/ o ( 
Coat color of young 
 vs
cells embryos transferred(%) Albino(%) Chimaera(%) 
[ :l~:~~C~:~ 49/ 96(51) 39(80) 10(20)a F1/1 39(80)b 8-cell embryo 49/112(44) 10(20) 
[ :l::~~C~:~ 15/ 29(52) 7(47) 8(53) ICM 
8-cell embryo 14/ 34(41) 6(43) 8(57) 
ES cell line，F1/1，which had euproid XY chromosome was isolated 
from a blastocyst obtained from C57BL/6 female mouse after 3.5 
days after mating with a CBA male.ICM cells were isolated from F1 
(C57BLxCBA) mouse blastocysts by immunosurgery.These donor cells 
were characterized by agouti coat color in young.Blastocysts and 
8-cell stage embryos obtained from CD-1 mice with albino coat color 
were used as host.a，b significantly different (Pく0.01，X2test)・
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1 
Figure 11・Eightmice (Nos ・1-8) in below line are typical 
ChiI11aeric mice obtained by injection of ES cells into 8-cell 
embryos .The extent of COIltr ibution of ES celIs was very high 
judged by their coat color (agouti derived from ESω凶 The
mice of Nos ・4-8indicate complete agouti ・Eightmice (Nos.9-16) 
in1-upper line are typical ωI附 ricmice obtained bf 
iniection of ES cells into blastocysts. The contribution ot 
iJCellwas low co即aredw泊 miceshown in the below line 
に偏っており (Table6)、雌のキメラマウスはF1/1細胞の寄与が少ない場合に
限られていたo その原因は、キメラマウスにおける雄型のES細胞の寄与が高い
ため、ホスト怪が雌型であっても個体としては雄に誘導されるためと考えられ
る (Evanset al.， 1985)0その他の実験区では、キメラマウスの性比に有意な
偏りはみられなかった O
本実験で用いたF1/1細胞は129系マウス由来ではないが、 8細胞期匪に注入
することによって高いキメラ形成能を持っていることが明か?なった o また、
Fl/1細胞のキメラ形成率は対照として用いたICMの場合に比べて有意に高い値
を示し、 ES細胞がICMに選択的に取り込まれていると考えられたo 同様の現象
はEC細胞と透明帯を除去した 8細胞期座とを集合して、 JI盤胞に発育する過程
の、 EC細胞の挙動を電顕像で追跡した場合にも観察されており、 E匪主の外側に接
着LυTた印こ
極めて効率良く組み込まれることが報告されている (αHanaokaet a叫1.，1987) 0 
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一方、発育ステージの異なる主Ij球 1，iJ仁を接省させてキメラ動物を作製した研究
では、卵割の進んだ割球がキメラJlfのICMに選択的に取り込まれることが報告
されている (Kellyet a1.， 1978;Rossant and Vijh， 1980;Spindle， 1982;Surani 
and Barton， 1984)0 このような現象が、 ES細胞を 8細胞期院の開卵腔内に注入
して集合させた場合にも生じているものと推察されるが、その細胞選別の機構
は明らかではない O
Table 6 Sex ratio of the chimaeras produced 
from F1/1 cells or ICM 
Donor 
cells 
F1/1 
ICM 
Host 
embryos 
Blastocyst 
8-cell embryo 
Blastocyst 
8-cell embryo 
No.of Male 
young (%) 
10 5(50)a 
39 36(92)b 
8 5(63) 
8 4(50) 
a，b significantly different (P<0.01，X2test)・
第3節.キメラマウスの生殖系列におけるES細胞の寄与
Female 
(%) 
5(50) 
3 ( 8) 
3(37) 
4(50) 
第2節で、 F1/1細胞を 8細胞期座の囲卵腔内に注入することによって高率に
キメラマウスが得られた O 本節では、これらの交配試験を行い、 Fl/l細胞が生
殖系列に寄与しているか否かを検討した。
1 材料と方法
ES細胞がキメラマウスの生殖系列に寄与して、正常な生殖細胞に分化してい
るか否かは、交配試験によって知ることができる o F1/1細胞を 8細胞期j圧に注
入して得られた30匹、および膝盤胞に注入して得られた5匹の成熟雄キメラマ
ウスをそれぞれ別々のケ-ジで飼育して2-3匹のCO-1系雌マウスと同居させて
交配した O 腹栓の確認された雌マウスは分娩させて産子を得たが、一部の雌は
妊娠18日齢に屠殺して胎児を摘出した。 F1/1細胞の野生色は優性形質であるこ
とから、産子の毛色が野生色か、胎児の眼色が黒色ならばFl/1細胞由来の精子
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が、アルビノならばホスト脈細胞山来の精子がそれぞれ受精に関与したと判断
できる O また、それぞれのキメラ雄に山来する産子と胎児において野生色の被
毛あるいは服色をぷす例体の割合は生殖細胞におけるキメラの状態を反映して
いると巧えられる O
Table 8. Breeding test of gerrn line chirnaeric rnale rnice 
Male No.of No.of No.of No.of SPIn from 
chimaera litters ymmg albino agouti ES .cells(%) 
M 3 2 35 。 35 100 
M 4 2 20 。 20 100 
M 6 2 24 21 3 12.5 
M 7 1 13 。 13 100 
M 8 2 24 。 24 100 
M 9 2 22 。 22 100 
M11 2 18 。 18 100 
M13 2 29 。 29 100 
M14 3 47 。 47 100 
M15 3 42 。 42 100 
M16 2 16 。 16 100 
M17 2 31 。 31 100 
M18 2 23 。 23 100 
M19 2 30 。 30 100 
M20 2 23 。 23 100 
M22 2 22 。 22 100 
M23 2 9 。 9 100 
M24 2 31 。 31 100 
M25 1 16 。 16 100 
M26 2 20 19 1 5.3 
M27 2 29 。 29 100 
M28 2 25 。 25 100 
M29 1 12 。 12 100 
M36 2 28 O 28 100 
2.結果と考察
交配試験の結果をTab1e7に示すo Flハ細胞を 8細胞期目玉の附卵舵内に注
ケ}られた雄キメラマウス 30~のうち 27V~で妊苧性が認められ、そのうち
;山見)が叩ダ1]キメラであったo さら凶られ加を詳細にみると、
Tab1e 8 にぷすように 24似 1~122Pt.の雄に l11 米する ytf はすべてが野生色であり、
これらのキメラマウスの精 fはFl/1細胞に由米することが判明したo 残り 2~ 
の雄キメラマウス(M6とM26)からは、野生色とアルビノのl山IjJjの沌 fが得られ
たことから、その精巣がモザイクであることが判明した O なお、雌とうど配しな
かった3p~の雄は解剖lの結果、間性であることが判明した o 1民盤胞に注入して
1~} られた 5 ~の雄キメラマウスのうち 3 匹で妊や性が認められたが、いずれも
生殖系列キメラではないことが判明した O
Table 7. Efficiency of gerrn line chimaera production 
by injecting F1/1 cells into 8-cell stage ernbryos 
or blastocysts 
Host Male No.of 
No.of 
chirnaeras rnales with ftE32eline 
embryos used fertility(%) 
ras (%) 
8-cell embryo 30 27(90) 
24(89) 
Blastocyst 5 
3(60) 0(0) 
前節の結果と合わせると、 Fl/l細胞はホストとしてCD-1系マ ウス脹盤胞に注
入した場合にはキメ ラ形成率が低く、わずかに得られたキメラ マウスもその生
殖系列にFl/1細胞は寄与していない ことが判明した O 最近の研究では、 ES細胞
が高率に生殖系列に寄与するためには、 ES細胞とホスト肢の遺伝子型の適性が
重要な要因である と考えられており、 129系マウ スに由来するES細胞株を)匪盤
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胞に注入してキメラマウスを作製する場合にはC57BL/6系マウスに由米する脹
盤胞がホスト腕として最適であるといわれている (Schwartzberget al.， 1989; 
Thomas et al.， 1990) 0本実験において、 F1/1細胞をCD-1系マウスに由来する
匪盤胞に注入した場合にキメラ形成率が低かった原因のーっとして、 CD-1系の
遺伝子型がホストとして不適であったことも考えられる O しかし、そのような
遺伝子型の不適性は、 F1/1細胞を 8細胞期臨の囲卵腔内に注入する方法でキメ
ラマウスを作製することによって改善された。同様の結果は、 129系マウスに
由来するES細胞を桑実脹に注入した場合に報告されており (Nagyet al.， 1990)、
ES細胞が高率に生殖系列に寄与する要因として、遺伝子型の適性だけでなくホ
スト脹の発育ステージも重要であると考えられる O
これまで多数のES細胞株が樹立され、動物の発生過程を解析するためのモデ
ルとして、また、 トランスジェニックマウスを作製する手段として広く利用さ
れてきている O しかし、高率に生殖系列キメラマウスを形成するES細胞株はこ
れまでのところ 129系マウスに由来する限られた細胞株だけである O 今後、
さらに多様な遺伝子を用いたトランスジェニックマウスの作製が求められると
考えられるが、 ES細胞の遺伝子型が目的遺伝子の発現などに影響することも与
えられる O そのため、キメラマウスの生殖系列に寄与することのできる新しい
お細胞株を様々な系統のマウス怪から樹立することが必要と思われる O
第4節 単為発生卵をホストとしたES細胞キメラ腕の発生能
生殖系列キメラマウスの作製をより効率的にする目的で、 W遺伝子のミュー
タント系マウスに由来する座盤胞をホストとして利用する方法が考えられてい
る(Evanset al.， 1985) 0一方、 Tsunodaet al. (1987)は8細胞期臨の割球 1
個を本来個体に発生できない単為発生卵と集合させることによって、座由来の
遺伝形質のみを示す 1卵性多胎子が得られることを報告している O この手法を
用いて生殖系列キメラマウスが効率的に作製できるか否か検討する目的で、単
為発生卵をホストとしたES細胞キメラ座を作製しその発生能力を検討した O
1 .材料と方法
実験に用いたES細胞はF1/1細胞である。また、本章第 2節の方法にしたがっ
て過剰排卵誘起処理を施して同系雄と交配したF 1 (C57BL/6 x CBA)系雌マウス
から交配後3.5日目に回収した座盤胞から、免疫手術法によって単離した内部
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細胞塊OCM)を対照として川いたO
単為発性Øl~ は以卜のようにして作製した。 lCR 系成熟雌マウスにみ;fZ第 2 節
のJ法にしたがって過剰排卵誘起処児を施したo hCG注射後 17-18時rmr 1に卵
符を摘山し、 M2液 rfl で卵行膨大部を切開して未受粕卵を|吋収した。 Øl~ 丘細胞が
付着した未受精卵を7施工タノール加M16液に移し、宅温で7分間柄長して単為
発生刺激を弓えた (Cuthbertson，1983)0ついで、卵子塊をM16液で3同洗浄後、
5μg/mlのサイトカラシン Bを合むM16液中に移して370Cで5時間前哨養を行
った(角田と杉江， 1987)。培益終 f後、前核を2側釘する卵を選別してM16液
で3!TJ洗浄した後、新鮮M16液に移して370C，5児CO2 ，95%空気の培養掠内で培
養した。 3日間構養した後、 8細胞期に発育したti-為発生卵(Fig.12)をホスト
として則いた O
Figure 12. Parthenogenic eggs at 8-cell stage produced by the 
treatment with ethanol for 7 minutes and cytochalasin B for 
5 hours to supress the extrusion of the second polar body， 
and culture for 3 days in a medium without these chemicals. 
キメラマウスの作製は本章第2節の}J法にしたがって行い、あらかじめマイ
クロマニピュレーターに取り付けたガラス針を川いて巾為発'L卵の透明仰の一
部を切断して、この切り[Jから10---15例のF1/1細胞あるいはl例のICMを開卵
腔内に注入した (Fi g.13a) 0細胞を注入したMを収益に供して脈盤胞(Fig.
13b)への発生率を調べるとともに得られた脈盤胞を偽妊娠1 ~ 1 f Jの卵1または
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Figure13.Ten to f i fteen of ES cells were inj ected into the 
per iv i te lline space of parthenogenet iC8-ce11embryo by 
micromanipulation method described in the Materials andHethods 
(a)・ Arrowsindicate ES cells. The parthenogenetic embryos 
inj ected ES cells were developed to morula or early blastocyst 
in M16 medium supplemented with 10% stage by overnight culture 
FCS (b). 
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3日目の子宮に移植して陀子作広本を調べた。なお、対照、として受精-卵白米の
8細胞期臨をホストとして用いて同様の検討を行った。
2. 結果と考察
Table 9 In vitro development of chimaeric embryos 
between ES cells or ICM and parthenogenetic (P) or 
fertilized (F) 8-cell embryo 
N0.of epcemyedb s(%rtyv) tso / s Host develo blasto 
embryos No.of embrvos 
inject 
Donor 
cells 
F1/1 P 29/67(43)a 
F 41/44(93)b 
ICM P 42/48(88)b 
F 25/28(89)b 
P 58/85(68)c 
a，b significantly different (P<O.001，X2test)・
a，c significantly different (P<O.01，X2test)・
キメラ座の培養成績をTable9に示す。単為発生卵とFl/1細胞間で作出した
キメラ肢が廃盤胞へ発生する割合(43児)は、受精卵とFl/1細胞(93的、単為発
生卵とICM(88児)および受精卵とICM(89児)間で作出したキメラ脹のいずれの場合
と比較しでも有意に低かった (Pくo.001)。さらに、単為発生卵を体外で培養し
て怪盤胞へ発生する割合(68児)と比べても有意(Pくo.05)に低下しており、 ES細
胞が単為発生卵の発生の障害になっているものと推察された O これに対して、
ICMは単為発生卵と受精卵のいずれのホスト匪に注入した場合でもキメラ匪の
発生率は高い値であった。それぞれのキメラ脹に由来する脹盤胞を移植試験に
供して得られた結果、 Table10に示すように受精卵をホストとした場合には
F1/1細胞とICMのいずれを注入しても産子が得られ、キメラマウスも高率に得
られた O これに対して、単為発生卵をホストとした場合には、 F1/1細胞を注入
したキメラ怪からは産子を得ることができなかった O また、 ICMを注入したキ
- 37 -
伏化して得た 4 似体卵と ES細胞を~介するとキメラマウスがれ}られる nJ能性の
あることを|リjらかにしている O すなわち、 1，ïJ 氏らはキメラ腕を kt~後期j に組織
学的にu-同1/1にJidべた私iJ長、 ES細胞が寄lj-している組織は胎児と胎棺に合まれる
船山I(l液細胞やじ京IH/(111守、 Ii11~ 117:主主のI/l}~染組織および下校などの JJ~i 9fì外 JH~~か
fwuた附に|川されており、 !胎j庁治f台)幣の栄 i長創剣を創釧1版!吏M州外州jμM仏川H~Æ必必広史.や g明昧卵削I~!川川~!り吋lハげリ!.~峨)'
などは 4イ伏行川イ体本jμ係に|け山1米するs和知制!I山H川J胞胞のみによつて椛j成戊されていることを|砂明り別jらかにし
メラ脈からはわずか1頭であったがキメラF王子が得られた O
Fれ為発ノf:.卵rmで作1¥したキメラJI-sの産子生院本が樋端に低い原lkとして、ホス
トJIfに比べてICMの細胞がは的に少なく脈胎外組織に寄うし得なかったこと、
エタノール処聞がふ卜分でホスト j阪の単為発生が充分に誘起されていなかった
ことや、本実験でHjいたICMの発育ステージが不適切であったことなどがJ54え
られる。
このようにICMと
ホスト )H~ に
この点の解
ている O これらの紙-*は本実験の京h*と手前しないものであるが、
取り込まれた限定附同化の川jが|川されているとも与えられ;
Postimplantation development Table 10 
lりjは今後に伐された川題と巧-えられる O
of chimaeric embryos between ES cells 
(P) (F1/1) or ICM and parthenogenetic 
??
摘第 5ti↑j8-cell stage embryo 
、?
?
? ??? 、or fertilized 
本市の'点験はF1/1 *UIJ胞の'1:納系列キメラマウス形成能をJdべるとともに効本
的なキメラマウスの作製訟を検付することをけがjとして行われたo その車内*、
山系マウスに山米する同胞をホストとして川いてそのj白川淵に注入す;
ノj訟では、キメラマウスの形成本は低かったo これに対して、 F1/1*1II胞を 8*11/ 
胞JVJ)~ の U~ Ii1r~股内に白人するえi法を川いた場合には r~レ#にキメラマウスが形成
ミれ、それらの野 'l:. 色をぶす被 Eの知的で判断した川細胞の寄与は :;W/，~比!五
度で、あった。また、川細胞は維の桝を持つことから、キメラマウスゐ引州州v判竹i上:
がJ庁?子tしく雄にi偏h耐dる現象がみられた O さらに、交配試験を行ったところ、 8細胞
期院のUNIi11~ 1.陀に花人する )j訟で得られたほとんどのキメラマウスでは生刑系列j
に川細胞が制しており、その多くは'1-:91貴細胞が川細胞山米のもので"i 
られていふことが判肌たo また、生殖系ダ件メラマウスを効率的に作製すi
}]法を検討する u的で t ..為発生卵をホストとしてFJ/l細胞とのキメラ脈を作製
No.of 
chimaeric 
young (%) 
22(81) 
1(100) 
10(63) 
??? ?? ????
、?
??
? ?
??????
?
?
???
1/52(2) 
16/44(36) 
0/127(0) 
27/59(46) 
0/20(0) 
21/39(54) 
P ~ F1/1 
F ~ F1/1 
P ~ ICM 
F ~ ICM 
???
P 
F 
しその発生能を調べたが、原子を得るにはセらなかった O
ES細胞のキメラ底から産子が得られなかった原因としては、
単為発生Jffiは雄に由来するゲノムを持たないために胎盤や卵黄膜などの座胎外
膜組織の発育がノ杯全であるためと考えられる (Suraniet al.， 1984)0 また、
Tsunoda et a 1.(1987)の報告では受精卵の割球と単為発生卵を集合した場合に
は受精卵の割球に由来する細胞の一部が匪胎外膜組織に寄与して、座の発育を
支持するために産千が得られると考えられているが、 ES細胞はそれらの組織に
機能的に寄与する能力を持たないと考えられ、キメラ怪の発生はホスト脹に由
来する臨胎外組織に依存していると推察された。単為発生卵と同様に 4倍体卵
からは産子を得ることはできないが、着床後の発生能は非常に高いことが報告
されている (Kaufmanand Webb， 1990) 0最近、 Nagyet al. (1990)は受精卵を
単為発生卵と
3 9 
3 8 
植実験に一般に用いられいる矢[~形パルス発生装置で ES細胞に外来泣伝子を導入
することが吋能かを謝ベミため子、知形パ以発生装置と減兵パルス党中装置;;;17人的い、不オマイシン耐性コロニーのf!現頻度にM
?
?
?
，
， 、
~性幹細胞 (ES細胞)を利用したトランスジェニックマウスの作製
事竺Z::-_
局~-5 気三
~ ， 緒第 1節
材料および:')j法
実験に供したES細胞はFJ/l細胞である O
po l y A(Fiz.14，Thomas and Capecch L l 987，stratazene)であり、選択マーカー
として単純ヘルペスウイルう由来のチミジンキナーゼのプロモーターのト流に
O 遺伝子が挿入され、さり iこ川rA シグナルが付加されている o pMCl neo 
polyAは制限酵来 XhoI(Toyobo)で切断して線状化し、フエノールによる抽出、
エタノールで沈殿させた後1μg/μl となるように 0・1X TE液 (lmMTris-HCl 
0・lrnMEDTA)に溶解して凍結保存した。遺伝子導入法としては導入効本、
X 
neo ドベクターはpMCI
X 
ラーシ
→三』
Probe B 
プラスミ
2. 7kbp 
可-
Probe C 
Probe A 
可ー
PolyA 
Neo gene 
TK promorter 
ラ〉
1. 2kbp 
何一
1. 
pH7.5， 
長近、 ES細胞を応用した新しいトランスジェニック動物の作製技術が開発さ
れている。 ES細胞に外来遺伝子を導入して、あらかじめ~I的の遺伝子が導入さ
れた細胞を培養系で選択し、この細胞をMSに導入してキメラ動物を作製する O
遺伝子を導入したES細胞がキメラ動物の生殖系列に寄与すれば、次tl代には外
来遺伝~rをヘテロに持つ雌雄の個体が得られ、それらの兄妹交配によって系統
化された卜ランスジェニック動物が得られる O この方法によってトランスジェ
ニック動物を作製する利点は、前もって遺伝子の挿入と発現の状態を確認でき
ることであり、このため相同遺伝子組換え(hornologousrecornbination)を利用
した遺伝子標的法(genetargeting)によって特定の遺伝子を改変することが可
能となる O そのような遺伝子導入を目的とした研究に応用できるES細胞として、
E14(Hooper et al.. 1987)、D3(Gossler et al.， 1986)、CCE(Robertson et 
a1.， 1986)および AB(McMahonand Bradley， 1990)などの129系由来のものが
広く利用されている O 本研究ではC57BL/6x CBAの遺伝子型を持つ腕盤胞から
ES細胞(Fl/1)を樹立し、これが雄型の正常核型を有し、 invitroで多能性をぶ
すことや、 8細胞期臨の開卵腔に注入することによって高率に生殖系列キメラ
が得られることを明らかにしてきた。本章では、 Fl/1細胞がトランスジェニッ
ク動物の作製に応用できるかを明らかにすることを 目的として、これに遺伝子
導入操作を施してキメラマウスを作製し、その子孫に導入遺伝子が伝達される
か否かを検討した O
?????
?
?
?
?
????
?
??
，?
???????????
，? ?
?? ??????
??
??????
?
?? ???????? ?????????? ?? ?? ???，???????
????? ???Figure 14. 
cells by electroporation and used as probe A 
long fragrnent was used as probe B 
of the DNA with XhoI and HindIII. 
本節の実験は電気パルス穿孔法によってF1/1細胞にネオマイシンリン酸転移
酵素遺伝子(以下 neo遺伝子)を導入することを第 1の目的として行い、得ら
れたネオマイシン耐性ES細胞の染色体に導入遺伝子が挿入されていることをサ
ザンプロットハイブリダイゼーションによって確認した O さらに、遺伝子導入
操作を経ることでお細胞の核型の正常性が低下するか否か調べたO また、核移
ES細胞へのネオマイシンリン酸転移酵素遺伝子の導入第 2節
and short one was used as probe C 
X: XhoI， 
Amp:Arnpicillin resistant gene. 
4 1 
???????????『?? ??? ???
??E:EcoRI 
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再現性がともに高いとされている電気パルス穿孔法を採用し、減衰ノミルス発牛，
装置としてジーンパルサー(バイオラド社)、矩形パルス発生装置として細胞
融合装置 SSH-2(島津製作所)をそれぞれ用いた。
フィーダー細胞層上で培養していた F1/1細胞をトリプシン-EDTA液で処理
して単一細胞に分散したのち10mlの10灯CS加DME培地に懸濁させ、プラスチッ
ク製培養皿 (Falcon3003)に播種して370C、5施CO2 、95先空気のCO2 培養器
内に静置した。約 1時間後、非接着細胞のみを回収してフィーダー細胞を除去
した。回収したFl/1細胞は遠心分離 (300X g， 5分間)後上清を除去し、 PBS
に懸濁して生細胞数を数えた。 F1/1細胞懸濁液を再び遠心分離(300X g， 5分
間)後上清を除いて、 1x107 cells/mlとなるように再びPBSに懸濁した。な
お、矩形パルス発生装置は負荷抵抗が 50Q以下では作動しないために、 O.3M 
マンニトール液に懸濁したo O. 8mlの細胞懸濁液に20μgのベクタ -DNAを加
えて混合後、電極間距離がO.4cmの電極付キュベットに移して装置にセットし
てパルスを印加した。パルス印加条件は予備実験によって各発生装置について
パルス印加後の細胞の生存率が50見となるように設定したものであり、減表ノぐ
ルス発生装置ではコンデンサー容量 500μF、電界強度250Y/0.4cm、l回印加、
矩形パルス発生装置の場合では電界強度500V/0.4cm、パルス幅 100μsec、2
回印加とした。パルス印加後、 10分間室温に静置してから30mlのES細胞用培地
に懸濁した。ついで、胎児繊維芽細胞のフィーダ一層上に播種して370C、5児
CO2 95児空気のCOι培養器内で培養し、 24時間後にネオマイシン誘導体である
G418(250μg/ml)を含む培地と交換して、さらに6日間培養したO なお、本実
験で用いたフィーダー細胞はネオマイシンに対して耐性を持たないものである。
この条件下で培養すると、ベクターの導入されなかったES細胞はG418に耐性が
ないため死滅するが、導入された細胞はコロニーとして出現してくる O そこで、
このコロニー数を数えてそれぞれの装置を用いた場合の遺伝子導入頻度を調べ
た。また、一部のネオマイシン耐性コロニーを拾って新しいフィーダー細胞層
上に移し、 G418を含まない培地で大量培養後凍結保存するとともに第 2章第 3
節の方法にしたがって染色体標本を作製して核型を分析した。
ネオマイシン耐性F1/1細胞のゲノムに、導入したベクター遺伝子が組み込ま
れたか否かを調べるために、そのゲノム DNAをSambrooket al. (1989)の万法
にしたがって抽出してサザンプロットハイブリダイゼーションを行った O 抽出
した10μgの高分子DNAを、ベクター遺伝子の配列のなかに切断部位を 2か所
もつ制限酵素 EcoRIあるいは 1か所持つ HindIII(Toyobo)で消化し、 0.7%のア
ガロースゲルを用いて電気泳動(50V，3. 5時間)を行った。電気泳動が終了した
4 2 
後、ゲルを脱プリン液(0川 HCl) qJ で l 州/1]蹴し、さ、~:O. 2M NaOH， O.6M NaCI 1#~ J fJで川u附してDNAを変性させたo ついで、二ユームブロッテ
Jf勾(アト一社)制]い叩IffjJ5.0-7. 5cm Hg， 1 H，inuの条件でDNA
ツ ト、終:AJ1j : : ; J乙:乙ノl1:;己コ二平;二λ山jふぷJ山;L二:口。;ど川川;ご汁!?了&，1ら与?引」ぷ!Jιι;:
LJU山f斗ヰ」ι;可;二耳14らH山i: ; ; :f1τ亡た山:丈口ご:ご:、7;r? ;i ; ;し1fr計咋廿:Jfア↑v一/
プを酵素(ハーオキシダーゼ)で標識し、ハイブリダ;ー:;
学光抑制jいたケミルミネセンス胤によってX線フィJJ;:二?
グナ川検出する七のであり、操作法はすべてマニコアルにしたがったo プロ
ープには導入したベクター遺伝子を制限酵素 XhoIで切断して線状化したもの?;::λι:;::;:7;ーして得られた2種類の断}l'CProbeB 
2.結果と考察
本実験で用いたフィーダー細胞はネオマイシンに対して耐性をもたないため、
川による選択培養の開始後川日[/に崩壊し始めたo し2 し、そのまま杭?fm;;ょ;培養俊 6山は、形態的山化状態戸維持したネオマ
のコロニーが出現した(Fig.15)0その出現頻度は減表ノ'¥)レ
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Figure 15. C 01 ony 0 f 
Fl/l cells transfected 
with pMCl neo pOlyA 
observed 6 days after 
culture in medium 
supplemented with G418. 
The morphology of the 
Colony indicates that 
they are maintained 
as the stem cells. 
ス発生装jtl1を川いた場合には 3.8 x 10¥矢f!形パルス発生装間では 2.5 x 10 弓
であり、|山j名ーにrifjらかな疋はみられなかったO それぞれのネオマイシン耐性コ
ロニーから 4株ずつ新しいフィーダー細胞肘 t ，こ移し、 G~18を合まない培地で
椛益後凍結保存した。
これらのネオマイシン面十件Fl/1細胞うちの知形パルス発生装間で追伝子を導
入した21株、 5-6株および5-7株ならびに減反パルス発生装置で遺伝子を導
入したB1株、 B-2株およびB3株について、その染色体に導入したベクター
遺伝子が防人されているか行かを確認するために、サザンプロットハイプリダ
イゼーション(Southern，1987)を行ったoEcoRlで消化したゲノム DNAのプロ
ットにプロープ Aをハイブリダイズさせた結果、 B-3株および2-1株ではバン
ドが検 IH されず、講者代収益の過 flJ~ で欠失したものと考えられた o 5-6株、 5-7
株およびB1株では予想された3.6kbpの位i[lに、 B-2株では予怨より t;j~ ¥位向
にバンドが検出され、これらについてはベクター遺伝子の挿入が確認された
(Fig.16)。また、挿人の状態を調べるためにHindIIlで消化したゲノム DNAの
プロットにプロープ Bとプロープ Cをハイブリダイズさせた(Fig.17)oその結
果、プロープ Bを用いた場合には5-6株、 5-7株およびB-2株ではバンドは l
本のみ認められ、このことから遺伝子挿入部位は1か所と推測されたo B-l株
では3.6kbp付近の濃いバンドの他に5.8kbp付近に薄いバンドが認められ、挿入
部位が複数である 日]能性が示さ れた O プロープ Cを用いた場合にB-l株では 3
本のバ ンドがみ られ、 プロープBの場合と同じ3.6kbp付近に濃いバ ン ド認めら
れること か らベク ター遺伝子がhead-to-tailの状態で2コピー以 上挿入されて
いると推測された。また、 B-2株と5-7株ではプロープ Bを川いた場合のバ ン
ドは 1本で、 プロープ Cを用いた場合には 2本認められたことか らtaiトto-
tailの状態で2コピー挿入されており、 B-2株ではプロープ Aを用いた結果か
らEcoRI切断部位を含む一部の塩基配列が欠失していると考えられたo5-6株
ではプロープ Bおよびプロープ Cのいずれを用いた場合でもバンドは1本であ
ることから、ベクター遺伝子は 1コピー挿入されていると推測されたO
ネオマイ シン耐件:F1/1細胞株の染色体分析を行い、遺伝子導入操作の過程を
経ても正常核型が維持されているか否かを検討 したところ、正常核型を有する
分裂中期核板を持つ細胞の割合は5-7株(Pく0.02)およびB-3株(Pく0.001)はそ
れぞれ有意に低下したが、他の4株では元株と 同程度の正常性を維持していた
(Table 11)。 これ らの結果から、短期間の選択培養であれば、フ ィーダー細胞
はネオマイシン耐性である必要がないことが推察されたO
12345678 
kb 
7.3惨
明動静3.6惨
Figure 16.Southern b l otana l ys i S of ECORI d iges ted genom iC 
DNAs(10μg) from B-1 (lane 3)， B-2 (lane 4)， B-3 (Iane 5)， 
2-l(l ane 6)，5-6(l ane 7)and 5-7(l ane 8)With probe A. 
Lane 1was app l i ed the DNA from ECORI digested pMC1neo Po lyA 
(10pg)for as pos i t ive cont ro 1.Lane 2was appl ied genolIli C 
DNA (10μg) from parental cells ・ Thesignal observed in 
l ane 3，7and 8at 3.6kbp，and in lane 2at 7.3kbp. AH 
?
?
?
?
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Table 11.Karyotypes of neomycin 
r resistant (neo~) ES cell lines 
1234567 1234567 
r neo 
ES cell 
lines 
%_Metaphase 
plates-with 
normal chromosome 
numbers A B 
kb 
2.7砂
d蜘
2-1 70 
5-6 70 
5-7 56a 
B-1 70 
B-2 68 
B-3 44b 
F1j1(control) 78 
説副僻
kb 
1.2砂
Significantly djfferent compared with 
control (a:P<0.02，b :P<0.001，X2test)・
第3節 ネオマイシン耐性遺伝子導入ES細胞のキメラ形成能
Figure 17. Southern blot analysis of HindIII digested genomic …s(10μg) from B-1 (lane乱日 (lane仏日 (lane6) 
and 5-7 (lane 7) wi th probe B (A)， and wi th probe C (B). 
Lane 1 and 5 were applied the DNAs from HindIII digested 
DMC1neo polyA (100pg) as for positive control. Lane 2 was 
applied genomic DNA (10μg) from parental cells as for 
negative control. 
本節では、 ES細胞のキメラ形成能に対する外来遺伝子導入操作の影響を調べ
ることを ti的として、前節で15られたネオマイシン耐性遺伝子導入F1/1細胞株
を用いたキメラマウスの作出を試みた。
1.材料とJj法
キメラマウスの作製に供したネオマイシン耐性Fl/l細胞株は、減兵パルス先
生装置を用いて遺伝子導入を行った B-1株と B-2株ならびに矩形パルス発生装
置を用いて実施した5-6株と 5-7株である O キメラマウス作製は第4章第 2節
の方法にしたがって、 CD-l系マウスより得た8細胞期脈の開卵腔に細胞を注入
し、これを培養して得られた桑支脈あるいは耳石盤胞を受卵雌に移摘することに
よって行った O
- 46 - ???
結果とJS察2. 
ネオマイシンi耐件泣伝子導入キメラマウスの繁殖試験および
第 4節
さ;:;;平;:L?:;32i;:;??と山??;
られるため、キメフマウスの交配によって得られるES細胞山米の泣伝子を持つ
産内1世代Lの閣は導入遺伝子をヘテロに持っと却j1，'j 2:れる O さらに、導
入遺伝子をヘァロに持つ倒体fo]士を兄妹交配すると、 F 21ft代では月 r-の25犯
が導入退伝子をホモに持っと予測される。
本節では、前節で作製したネオマイシン耐性追伝子導入キメラマウスのノ1:~n
系列に、ネオマイシン耐性F1/1細胞が寄与しているか何かを調べることをけがj
として交配試験を実施したo また、得られた FI 附代の組織からゲノム川を
抽出してサザンプロットハイプリダイゼー/
、ョンを行い、導入泣{ム・子が f孫に
伝達されていることを確認した O さらに、導入遺伝子を持つことが確認された
産-fの遺伝子解析キメラマウス作製の結果をTable 12 に /J~ す。供試した 4 株のネオマイシン耐
減反パルスによって導入した細胞とのキメラ腕の場
合に比較して低下する傾向が見られた O この以休!としてはパルスの穐類によっ
て細胞に対する活気的な傷古が異なることや導入の際にmし1るバッファーの違
'tl: F 1/] 細胞株のすべてがキメラ形成能 (3~ 出""'5 7先)を維持していたが、キメラ出
現の頻度はノ己株のFl/l細胞の財代(80%) に比べて低ドしていた O 矩形パルスに
よって泣伝子を導入したネオマイシンI耐性F1/l細胞を用いたキメラ腕を受卵雌
に移柄引後の陀 ρi二陀本は、
いによることが巧-えられる O とくに、矩形パルス発生装同では構造1:の理rtlか
ら糖を尚濃度に合むノ〈ッファーを別いるためにその毒性が影響するものと考え
られる O 得られたキメラマウスにおけるネオマイシン耐性別1細胞の寄守本は
いずれの個体でも両度であり、被毛が野小色のみを示す例体も得られた O また、
性比は93%(28/30)と大部分が雄であり、元株のFl/1細胞を用いて作製したキメ
ラマウスの結果と一致していたO 以上の結果から、非129系出来のES細胞であ
唱世代の個体問で兄妹交配を行って九世代を得、
POJymerase chain reaction (PCR)法に供試し、子孫のゲノムに導入遺伝子が
FI るFl/1細胞は外来遺伝子を導入後もキメラ形成能を維持することが判明した。
それらのゲノムDNAを
しかし、 実際にトランスジェニックマウスの作製に応用するためには、外来遺
存在することを確認した O伝子を導入したES細胞がキメラマウスの生殖系列に寄号し、導入遺伝子が子孫
材料および方法1 . 
ヘ遺伝されなければならない O
日、日、 8-1および、叫細胞株に由来するそれぞれ4匹、 3匹、 7匹お
よび11匹の雄キメフマウスをそれぞれ2匹のCD-1系雌マウスと同居させて交配
Table 12. Efficiency of the chimaera production of 
(neor) ES cell lines and % of neomycin resistant 
一部の子マウス
した O 妊娠した雌マウスは分娩させて産子(F
1 世代)を得た Oは約3週齢の時期に尾を切断し、
1mlのTNE溶液(10mMTris-HCl， 0・1mMNaCl 
NO.of males 
in the 
chimaeras(%) 
males in the chimaera populations 
NO.of 
chimaeric 
young(%) 
????? ?
?
??????
?
?
?
?
??
??
?
?? ????r neo 
ES 
cells 
lmM EDTA， pH7. 5)中で細切後、
の10%SDS溶液と 10μlのプロティナ100μl 
ーゼ溶液(10mg/ml，Boehringer)を加えて600Cで一晩処理して組織を溶解したO
ついで、フェノール抽出を2回、クロロホルム抽出を1回行って水層を回収し
これに1/50容量の1mg/mlRNase (DNase free，Sig耐を加えてれでl時
間処理したえフエノール抽出を1回行い、回収した水層に2.5倍量の川エタ
ノールを加えて混和したo これによってひも状のDNAの沈殿があらわれるので
たO
4(100) 
4 ( 80) 
7 ( 88) 
4(57) 
5(38) 
8(36) 
7/34(21)a 
13/32(41)b 
22/40(55)c 
38/72(53)c 
5-6 
5-7 
B-1 
遠心分離00，000Xg，5分間)した後、沈殿を80施工タノールで洗浄して風乾
したo このよ?こして得たケノム川は100μlのT叩E溶液駅恥(α1川 T山
E川 p問 0) ，::溶解し、その一部を希釈して吸光度COD.26悦測定して定量す
るとともに第2節の方法にしたがってサザンプロットハイプリダイゼーション
13(100) 
a，b and b，c not significantly different. 
a，c significantly different at P<0.005 (X2test). 
13(34) B-2 
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蒸発を防ぐために液面をミネラルオイル
(DNase，RNase and Protease free，Sigma)で浸って遺伝 子増幅装置(Toyobo，TC 
-100)のサンプルブロックにセットした。温度サイクルの設定はFig.
すとおりである o PCR反応終f後、 10μlの反応液をサンプルとして1.6先アガ
ロースゲルを用いて電気泳動を行い、反応産物を検出したO
ついで、 neo遺伝子を持つことが確認されたか7株とB-4株由来のF1 世代
の占体間で、兄妹交配を行った。なお、本実験では F1 世代で附遺伝子を持つ
個体が雌しか得られなかった場合には父親のキメラマウスともどし交配してそ
の産子を
F
2世代として扱ったo
得られたれ世代のマウスについてはPCR法
(Saiki et al.， 1988)によって遺伝子分析を行ったo PCR法はDNA
ゼ反応を利用した遺伝子増幅法であり，適切なプライマーを用いることによっ
てわずかなゲノム DNAサンプルから導入遺伝子に含まれる特定の塩基配列を短
18 ~こ ノ式
をO.5m 1のマイ クロチ ューブに入れ、を行ってneo遺伝子が伝達されていることを確認 した。
ポリメラー
1 min 94 oc denaturation 1st step 
30 sec 60 oc annealing 本実験では
F2 世代の子マウスの被毛からゲノム
時間内にしかも高感度に検出することができるとされている O
1 min 72 oc extension Higuchi et al. (1989)の方法を改変して
マウス胸部の被毛を20""'30本抜いて
DNAを抽出してPCRに供した。すなわち、
30 sec 94 oc denaturation 2nd step 50mM のマイクロチュープに移し、細胞溶解液 (10mMTris-HCl pH 8.3， 
30 sec 60 oc annealing (29 cycles) 
1 min 72 oc extension 
10 min 72 oc last extension 3rd step 
次に、 950Cで10分間
処理してプロティナーゼ、を不活化し、遠心分離ω000xg，5分間)後上清ご
新しいマイクロチュープに移してサンプルとした O 直ちにPCRを行わない場 口
センスプライマー(5'-ATGGATTGCACGCAGGTTCT-3ツ
1. 5m 1 μg O. 45施Tween20， 500 0.45施NP-40，O. 01出gelatin，KCl， 1.5mM MgC12 ， 
μl加えて550Cで2時間処理した Oproteinase K)を250
overnight 4 oc soak -200Cに保存したOはこれを
とアンチセンスプライマ ー(3'一CTGGCGATAGTCCTGTATCG-5ツは neo遺伝子の一部
cycle of PCR reaction p ste Scheme of thermal Figure 18. 
Components of PCR reaction buffer Table 13. 
結果と考察2. 
erm line chaimaera 
mouse produced by injecting neomycin resistant 
(neor) ES cell lines into 8-cell stage embryos 
g of y Table 14. Efficienc 10mM Tris-HCl，pH 8.3， 
50mM KCl， 
1. 5mM MgC12 ， 
NO.of NO.of sets Matin2" 
of male 
chimaeras 
NeorEs 
cell lines 
O. 01児gelatin，
0.2mM dATP，dGTP， dCTP，dTTP 
???
?
? ? ??
?
? ?? ?? ?
?
、?
?
?
?
?
?
?
? ?
?
?
?
fertile 
males(%) μM sence prlmer O. 5 
μM antisence prlmer O. 5 
2 ( 63) 3(75) 4 5-6 1.0 unit Amplitaq DNA polymerase 
2(100) 2(67) 3 5-7 (template) DNA 25μ1 sample 
3 ( 50) 
8 ( 86) 
6(86) 
9(82) 
7 
11 
B-1 
B-2 
を増幅するように設計 したもので、これらの合成とHPLC精製は群馬家固化学に・
依頼したo PCR反応液の組成はTable13に示すとおりであり、 50μlの反応液
5 1 50 
うど配i試験の結果、いずれのネオマイシンl耐性株に山米するキメラマウスにお
いても、妊や件のある雄の50---100施が性局員系列キメラであることが判明した
(Table 1仏むこ、川細胞に山米する野F凶の毛色を持つ産子の害怜から
/主舶系列キメラマウスの50---100犯はすべての生殖細胞がネオマイシン耐性F1/1
細胞に山米するものによってJjめられていると推察され、 J己株の場合と ru]様の
結果が得られた(Table15)。
ネオマイシン耐性5 - 7 株山米の 11~およびB- 2 株由米の 12~の F 1 t畦代マウ
スのゲノムDNAをサザンプロットハイブリダイゼーションによって分析した結
果、それぞれ3匹および9V巳がneo遺伝子を持つことが判明した(Tab1 e 16)。
これらの Fl何代のマウス1[]土の兄妹交配に よって得られたれ世代の産 fの
染色体DNAをPCR法によって分析したところ、予測される652bpの位置にPCR
反応産物のバンドが観察され (Fig. 19)、それらのマウスはneo泣伝子を持つ
ことが明かとなった(Table16)。以上の結果からF1/1細胞に導入した外米遺伝
子はキメラマウスを経由してその子係に伝えられることが確かめられた O
Table 15 Breeding test of 15 germ line chimaerlc 
male mice with neo gene in their genome 
Table 16. Transmission of the neo gene from cultured cells 
Neor ES Male No.of agouti 
% Sperms from 
into the F1 and F2 generations of germ line chimaeras /no.of neor ES cells 
cell lines chimaera offspring 
Neor Germ N0.of transEienI ic Mating NO.of 
1/27 4 ES line young/no.of sets 6f安 transgS e/nic 5-6 M24 cell chimaera young tested F1 youngs oyf ouFnA g no . 100 lines no. 
M26 19/19 male female x 2y(%o山)1g 
M28 20/20 
100 
5-7 
27/27 100 
5-7 M28 1/3 1/3 m28xf32 4/ 8(50) 
M29 
19/19 100 
M29 0/2 1/3 M29xf37 4/ 8(50) 
B-1 M 4 一一一一一一 一 一 一 一一一一 一一 一一一一一一一一一ー一一ーーー一ーーー ー ー ー ー ー ー ー 一 ーーー一一ー一一 ー
22/22 100 
Total 1/5 2/6 8/16(50) 
M 5 
M 7 21/21 
100 
B-2 M12 1/3 3/3 m17xf18 7/12(58) 
開12 26/26 
100 
m17xf19 6/10(60) B-2 
M13 26/26 
100 
M12xf20 3/ 7(43) 
M14 20/20 
100 
1/22 5 
M13 3/3 2/3 m23xf24 4/ 6(67) 
M15 
22/22 100 
M13xf25 1/ 9(11) 
M16 一一一ー一一一一一一一ー一一-ー一ーーーーーーー一一一一一一一一ー一一一一ー一一
29/30 97 
Total 4/6 5/6 21/44(48) 
M17 
M19 27/27 
100 
世r
26/26 100 
Numbers with M indicate male chimaera， and numbers with m and 
M21 
f indicate males and female of F1 generation， respectively. 
? ?
?
? ? ?
?
?
? ?
M 1 2 
?? ?????? ??????
『?
?? ??，?? ?? ?? ?
?
本実験では導入遺伝子の分析に被Eから抽IHしたゲノムDNAをサンプルとし
たPCR法を採用したが、本法は一度に多数のサンプルを扱わなければならない
トランスジェニックマウスのスクリーニングを簡便迅速に行うために非常に伝
効な手段と思われたO しかしながら、 PCR 法は尚感度に~-J的遺伝 fを検出でき
るが定量性はないため、本実験でもトランスジェニックマウスと判断された
F 2 世代の個体が導入遺伝子をホモに持っかヘテロに持つかは交配試験によっ
て明かにされなければならないと宅えられた O
第5節摘要
?
? ?
? ? ?? ??
???? ?? ? ???????
?? ???
?，
?
?? ??? ???
? ，
???? N P 本ぷでは、非129系マウスに白米するES細胞(Fl/0がトランスジェニックマ
ウス作製に応別吋能か併かを検討する ~l 的で、 Fl/1 細胞にネオマイシンリン酸
転移酵ぷ(neo)遺伝子を導入して、得られたネオマイシン|耐性Fl/l細胞のキメ
ラ形成能を調べた O また、それがf主殖細胞に分化するか行かを調べるためにキ
メラマウスの交配試験を行うとともに、得られた F1 肘代およびその兄妹交配
によって得られたれ出代のゲノムDNAをサザンプロットハイブリダイゼーシ
ョンあるいはPCR法によって分析してneo遺伝子の挿入の有無を確認、した O
減表パルス発生装置と矩形パルス発生装置を用いたエレクトロポレーション
法によってFl/l細胞にneo遺伝子を導入したが、その頻度に両者間で布窓疋は
認められなかった。得られたネオマイシン耐性株のゲノム DNAを抽出してサザ
ンプロットハイブリダイゼーションを行った結果、 2株はバンドが検出されず、
継代培養の過程で欠火したものと考えられた O 他の4株については、いずれも
neo遺伝子が挿入されていることが確認、された。また、それらの染色体分析を
行ったところ、 lF.常核型を示す細胞の割合は4株では厄株とIUJね皮の正常性を
維持していたが、他の2株はそれが布怠に低下した O また、キメラマウスの作
製を行った結果、作製に供した4株はいずれもキメラ形成能を維持しているこ
とが判明したO しかし、矩形パルス発生装置を用いて遺伝子導入を行ったネオ
マイシン耐性株の場合には産子生産率が低い傾向が見られた。
キメラマウスの交配試験の結果、ネオマイシン耐性F1/1細胞はそれらの生舶
系列に寄与しており、生殖細胞のすべてがF1/1細胞由来のもので占られている
ものが高率に得られた。また、これらの生殖系列キメラマウスを交配して得た
F1 世代とれ世代のゲノムDNAにneo遺伝子が挿入されていることが篠認さ
れたことから、 Fl/1細胞に導入した外来遺伝子はキメラマウスを経由してその
子孫に伝えられることが確認された O
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Figure 19. PCR analysis of genomic DNAs from F 2 generation 
mice derived frorn B-2 cell line (lane 1-17) and 5-7 cell 
line (lane 18-33) chimaeric mouse. PCR product was 625bp. 
Arrow indicated positive lane. P :positive control. 
N :negative control. M :size marker (φX174/HaeIII digest). 
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気16 l~ヲ:
総長fi
Ji，f~性幹細胞 (ES 細胞)は初期脈から分離される多能性細胞であり、指養系で
この細胞にi涜起した遺伝子変異をキメラ動物を経ltlして例体に導入するための
イi)Jな子段である O しかし、そのようなES細胞の能力は不安定で、長期間継代
前益したり泣い f導入や選別の過程で染色体や性質が変化して失われる場のが
多いとされている O この怠昧で新しいES細胞を簡便に樹江できる技術や、本米
の1'1:fiを長期II¥J維持できる出益技術を開発する研究は南安である O また、 ES細
胞は 'I~.納系列キメラマウスを作製することができなければ利川できないため、
ES細胞のキメラ形成能を維持するための研究だけではなく、 'i:.荊系列キメラマ
ウスを効率良く作製するための脈傑作技術の検討も主要である O これらの研究
に資するrI的で、本研究では新しいマウスES細胞株の樹立を試み、得られた細
胞株を川いてその培養条件とキメラ形成能を検討するとともに効率的なキメラ
マウスの作製法について検討を加えたO さらに、実際にこのES細胞を用いてト
ランスジェニックマウスの作製を試み、その応用性を明らかにした。
1.マウス隆性幹細胞株の樹立に関する研究
本研究では積々の発牛a工学的研究に応用できる細胞株の樹立を~1標として、
129系、 A系およびC57BL/6系の雌ならびに CBA系の雄と交配したC57BL/6系
雌マウス由来の脹盤胞あるいは単離した内部細胞塊を用いてES細胞株の樹なを
試みた。さらに、得られた細胞株の染色体分析を行うとともにinvitroにおけ
る多能性を検討した。得られた結果は次の通りである O
1.異なる匪盤胞に由来する1株のES細胞株が得られたO 細胞株が得られる剖
合は系統によって若干差があるように思われた。また、系統によっては単離し
た内部細胞塊および脹盤胞のいずれから培養を開始するかによって、最終的に
細胞株が得られる割合に走異がみられた。得られた細胞株は、形態がEC細胞に
類似しており、細胞境界が不明瞭でコンパクトな島状のコロニーを形成し、側
々の細胞は比較的小さいが、核小体の明瞭な大きな核を有していた。
2. 129系の匪盤胞より単離した内部細胞塊由来のTT-12、同じく 129系E基盤
胞由来のTT-B4および CBA系の雄と交配したC57BL/6系の脹盤胞由来のFl/1の
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3株について染色体分析を行ったところ、 TT-12株およびF1/1株は雄型正常 2
倍体、 TT-B4株は雌型正常 2倍体の核型を有していたO
3. TT-12細胞および F1/1細胞をフィーダー細胞の存在しない浮遊条件下で
長期間培養を継続すると、外層が内脹葉と思われる組織に分化し、内部に外座
葉に類似した構造が認められる脹様体や巨大な中空の卵黄嚢が出現したのこの
ことから、これらの細胞株は invitroにおいて多能性を有することが明かと
なった。
4.本研究で樹立したF1/1細胞株は増殖性が高いことやこれまでに報告されて
いるES細胞株とは異なり 129系マウスに由来せずC57BL/ 6 X CBAの泣伝子型を
持つ点が特徴的なことから以下の研究にはF1/1細胞株を供試した。
11.マウス腔性幹細胞の培養条件に関する研究
本研究では、 F1/1細胞の増殖と分化に対するフィーダー細胞層およびLTF
の影響を、コロニー形成率とアルカリホスファターゼ活性陽性コロニーの割合
を指標として調べたo また、川細胞のキメラ形成能に対する山の影響を調
べた O 得られた結果は次の通りである O
1.すでに報告されている129系由来のES細胞の場合と同様に、 Fl/1細胞の細
胸増殖能はフィーダー細胞層依存性であり、多能性の維持には頻繁な継代が必
須であることが裏付けられたO また、マウス胎児線維芽細胞の初代培養細胞は
STO細胞に比べて高いフィーダー効果を持つことが確認された O
2.L1F添加培地によって、 Fl/l細胞はフィーダー細胞層に依存せずに未分化
細胞の形態と正常核型を維持することができたが、細胞増殖能は低下し、また、
in vitro における多能性を長期間維持することはできなかった O
3.L1F添加培地で馴化したFl/l細胞を用いてキメラマウスを得ることができ
なかった O その原因は明らかではないが、 ES細胞の遺伝子型の違いがL1Fの有
効性に影響を及ぼす可能性も考えられた。
111.マウス脹性幹細胞のキメラ形成能に関する研究
本研究は、 C57BL/6 x CBAの遺伝子型を持つF1/1細胞の生殖系列キメラマウ
ス形成能を調べるとともに効率的なキメラマウスの作製法を検討することを目
的として行った。得られた結果は次の通りである O
1. CD-1系マウスに由来する佐盤胞をホストとして用い、その胞座腔にFl/1細
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胞を注入して作製した場合のキメラ形成率は低かったO これに対して、 8細胞
期医の囲卵腔内に注入する方法で作製した場合にはキメラマウスが高率に作出
され、それらの被毛で判断した Fl/l細胞の寄与率は非常に高かった。また、
Fl/l細胞は雄の核型を持つことから、キメラマウスの性比が著しく雄に偏る現
象がみられた。
2.交配試験によって、 8細胞期医の囲卵腔内に注入して得られたキメラマウ
スのほとんどは生殖系列に Fl/l細胞が寄与しており、その多くは生殖細胞が
Fl/l細胞由来のものでのみ占られていることが判明したO
3.生殖系列キメラマウスを効率的に作製する方法を検討する目的で、単為発
生卵とFl/l細胞間でキメラ匪を作製してその発生能を調べたが、産子を得るに
至らなかったO
が低い傾向が見られた。
4.キメラマウスの交配試験の結果、ネオマイシン耐性Fl/1細胞はそれらの生
殖系列に寄与しており、生殖細胞のすべてがFl/1細胞山来のもので占られてい
るものが高率に得られたO また、これらの生殖系列キメラマウスを交配して得
た F，世代および九世代のゲノムDNA，こneo遺伝子が挿入されていることが
縫認されたことから、 Fl/l細胞に導入した外来遺伝子はキメラマウスを経由し
てその子孫に伝えられることが確かめられたO
IV.匪性幹細胞を利用したトランスジェニックマウスの作製
本研究では、 Fl/l細胞株がトランスジェニックマウスの作製に応用可能か否
か検討する目的で、 Fl/l細胞にネオマイシンリン酸転移酵素(neo)遺伝子を導
入して、得られたネオマイシン耐性Fl/l細胞のキメラ形成能を調べた O また、
それが生殖細胞に分化するかを調べるために交配試験を行うとともに、得られ
た F1 世代およびその兄妹交配によって得られたん世代の産子のゲノムDNA
をサザンプロットハイプリダイゼーションあるいはPCR法によって分析して
neo遺伝子の挿入の有無を確認した。得られた結果は次の通りである O
L減衰パルス発生装置と矩形パルス発生装置を用いたエレクトロポレーショ
ン法によってFl/1細胞にneo遺伝子を導入したが、その出現頻度に有意差は認
められなかった。
2.得られたネオマイシン耐性株のゲノム DNAを抽出してサザンプロットハイ
プリダイゼーションを行った結果、 2株はバンドが検出されず、継代培養の過
程で欠失したものと考えられたO 他の4株については、 neo遺伝子が挿入され
ていることが確認されたO また、それらの染色体分析を行ったところ、正常核
型を示す細胞の割合は4株では元株と同程度の正常性を維持していたが、他の
2株はそれが有意に低下したO
3.4株のネオマイシン耐性株を用いてキメラマウス作製を行った結果、いず
れの株もキメラ形成能を維持していることが判明した。しかし、矩形パルス発
生装置を用いて遺伝子導入を行ったネオマイシン耐性株の場合には産子生産率
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Studies on culture and application of 
embryonic stem cells in the mouse 
Tomoyuki TOKUNAGA 
Embryonic stem (ES) ce11s iso1ated from mouse 
preimp1antation embryos can be maintained as a p1uripotent 
ce11 1ine in culture. Since ES ce11s are capab1e of 
contributing to a wide variety tissues inc1uding the germ 
1 ine， when they are inj ected in to hos t embryos， they are 
considered to be the usefu1 too1 for the production of 
transgenic mice. However. these abi1i ties of ES ce11s tend 
to 10se dur ing cul ture in 10ng term， or in the process in 
transfection wi th foreign gene and selection process. The 
purposes of the present study is 1) to isolate new ES ce11 
1ines， 2) to examine the cu1ture conditions for maintenance 
of them， 3) to deve10p eff icient method for production of 
viab1e germ 1ine chimaeras and 4) to demonstrate the 
production of transgenic mice. 
1. Studies on the iso1ation of embryonic stem ce11 1ines 
from mouse b1astocysts and inner ce11 masses in the mouse 
The mouse b1astocysts or inner cel1 masses (ICMs) 
iso1ated were cultured on feeder ce11 1ayer of the primary 
embryonal fibrob1ast ce11s inactivated with mitomycin C 
treatment. Tota11y， 11 ES ce1l 1ines were iso1ated from 210 
b1astocysts or ICMs obtained from sevra1 different mouse 
strains. There was no difference in the eff iciency of the 
ES ce11 1ine iso1ation among the mouse strains and between 
b1astocysts and ICMs. Co1onies of these ce11s showed formed 
EC ce1l 1ike morphology forming compact is1ands of ce11s 
wi th unc1ear ce11 borders. Three of ES cel1 1ines， TT-12， 
TT-B4 and F1/1， had dip10id chromosomes with the 
-71 -
The proliferation activity 
condition of F1/1 cells， which 
blastocyst obtained from C57BL/6 
and undifferentiation 
were isolated from a 
female mated with CBA 
Al though many ES cell lines have been isolated from 
several mouse strains， the cell lines to produce germ line 
chimaeras have been limited to the 129 strain origin. The 
present study demonstrated that F1/1 cells isolated from a 
blastocyst having the C57BL/6xCBA genotype could produce 
germ line chimaeras by injecting the cells into blastocysts 
and 8-cell embryos. The chimaera production rate using CD 1 
blastocysts as the host was wery low (20%) as reported by 
other investigaters. However， when F1/1 cells were 
introduced into the perivitteline space of 8-cell embryos 
obtained from CD-1 strain mice， very high proportion (80%) 
of chimaeric mice be produced and the chimaeric mice showed 
extremely high chimaerism. In the breeding tests， germ line 
chimaeras were indicated in 89% of fertile male and most of 
them had spermatozoa derived only from F1/1 cells. No live 
youg were obtained when chimaeric eggs， which were produced 
by injecting F1/1 cells into parthenogenetic 8-cell eggs， 
were transferred. 
of 78%， 78% and 72% respectively. 1n order to :;:;:てh:山一t凶 onpotential of the ES 叫 s in 
vi tro TT12and F1/1Ce lls were CUI tured in suspentlon 
jithoit feeder cell layer They differentiated 
brvoid bodies which 
spontaneously into the cystiC emory 
contained Var iety of t i ssues inc111ding endoderm and 
ectoderm like Ce 11S ， indicat ing p111r ipotency of the Ce lIS 
in vitro. 
?? ? ?????????? ???? ??? ????? ????? ? ???????????? ??????? ???
??
????
? ?
?????????
?
月minedwhen they were cultured with different 
male， were examlll巳
with Leukemia inhibitory factor 
feeder cell laye 
(L1F)・ The proport i OIls of CO IOIly format ion and CO 10Ilies 
wi th Pωtive for alkaline phosphatase wereトigher when 
ultured for 3 to 7 days with primary 
F1/1 cells 
QInbrvonal f ibrob last Ce l IS than wi th the STO Ce lIS ・ These
:ω;r cell layers areMspens山 to inhi bi t the 
di f ferent iat ion of F1/1Ce lls dur ing CUI ture.When F1/1 
Ce ll S were cultured through 15passages w i th L I F w i thout 
九intained undifferentiated 
feeder cell layer， they were mal 
and 68% of them had normal karyotype (38+XY)・ However， no 
wpre obtained when. chimaeric embryos produced between 
young e L6t-d -th L IF were 
8一cell embryos and F1/1 cells maintained Wl 
trasferred to therec ipients， while50to 88%of young 
obtained from ctlimaer ic embryos wi th F1/1Ce 11 S maintained 
in culture with feeder cells were chimaeras. 
IV. Studies on the production of transgenic mice using 
ES cells 
111. Studies on the production of germ line chimaeras 
between ES cells and embryos 
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F1/1 cells transformed with the neomycin 
phosphotransferase (neo) gene using electroporation methods 
were selected for G418 resistance and tested for its 
ability to produce chimaeric mice. Two types of wave forms， 
square wave and exponential decay， were used for 
electroporation. There was no difference between square 
wave and exponential decay in the efficiency of 
transformation of F1/1 cells. Southern blot hybr idization 
analysis demonstrated that four of neomycin resistant ES 
cell lines had neo gene sequences in their genomic DNA but 
another two cell 1 ines lacked i t. The karyotype of them 
appeared to be stable， as it had still euploid chromosome 
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constitution after transformation and the selection. Two of 
the lines contained significant populations of the cells 
with chromosomal abnomality. Overt coat color chimaeras 
were obtained and their germ lines were transmi tted wi th 
all four neo resistant ES cell lines tested. Southern blot 
hybridization and PCR analysis of genomic DNA confirmed 
again that F1 and F2 generation of these germ line 
chimaeras were transmitted with neo gene stably. These 
resul ts indicate that ES cells (Fljl) isolated from 
blastocyst of C57BLj6 female mated wi th a CBA male can be 
used as a vehicle for transgenesis. 
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